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El cáncer de pulmón constituye, en la actualidad, una patología de enorme 
relevancia a nivel social, tanto por su incidencia como por los altos índices de 
mortalidad derivados de la misma (revisado por Alberg et al., 2005). El 
problema fundamental  que conlleva el desarrollo de esta enfermedad es que 
no se ha encontrado una terapia que se pueda considerar eficaz para paliarla 
y, en este sentido, cabe destacar la relevancia clínica que están adquiriendo 
los estudios acerca de los mecanismos moleculares implicados en la 
carcinogénesis pulmonar (revisado por Sánchez-Céspedes, 2003).  
 
Muchos de los componentes del tabaco son capaces de reaccionar con el ADN 
provocando mutaciones. Con objeto de salvaguardar la integridad del genoma 
y prevenir las consecuencias que trae consigo la persistencia de daño en el 
ADN, las células humanas poseen complejos sistemas de reparación de 
lesiones. Si estos mecanismos no funcionan convenientemente, las 
mutaciones en el genoma se acumulan, lo que llevaría a la célula a morir, por 
activación de los mecanismos de apoptosis, o bien, a seguir reproduciéndose, 
dando lugar a un proceso tumoral.  
 
Por otro lado, está bien establecido el papel de la función telomérica en 
relación con los procesos de inmortalización celular. Los telómeros se sitúan 
en los extremos de los cromosomas lineales, ejerciendo una función 
protectora, y se acortan progresivamente en cada ciclo celular. Por ello, se ha 
propuesto que actúan como reloj mitótico, regulándose así el número de veces 
que las células pueden dividirse antes de entrar en senescencia o apoptosis 
(Hayflick, 1976). Cuando los telómeros alcanzan una longitud crítica, se 
produce inestabilidad genética que, en la mayoría de las células afectadas, 
trae consigo la muerte celular (revisado por De Lange, 2002). Por tanto, 
aunque el acortamiento de los telómeros limita la capacidad replicativa de las 
células humanas y suprime la transformación celular, también conduce a la 
inestabilidad cromosómica.  
 
Para que las células se dividan de manera ilimitada es necesario que 
mantengan las secuencias teloméricas. De ahí que, en la mayoría de células 
tumorales, se desencadenen mecanismos de mantenimiento de telómeros, 
fundamentalmente a través de la telomerasa, una transcriptasa reversa 
 




especializada (revisado por Harley, 2008). Esta estabilización de los telómeros 
permite la inmortalización y facilita la progresión tumoral (Masutomi y Hahn, 
2003). 
 
Recientemente, se ha establecido el papel de las moléculas relacionadas con la 
señalización de daño en el ADN o con los propios mecanismos de reparación, 
en el mantenimiento de la integridad cromosómica en relación con la función 
telomérica. Incluso se ha sugerido que las proteínas de unión a telómeros 
podrían ser factores de reparación del ADN, cuya función consiste en proteger 
a las secuencias teloméricas, o bien que los telómeros podrían actuar como 
reservorio de proteínas de reparación del ADN (Martin et al., 1999; revisado 
por De Lange, 2004).  
  
Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo, nos 
propusimos los siguientes objetivos: 
 
1. Analizar la función telomérica en cánceres no microcíticos 
de pulmón (CNMPs) y su relación con variables clínico-patológicas. 
Para ello, se ha investigado la longitud de los telómeros y la actividad de 
la telomerasa en un total de 95 muestras tumorales, así como en sus 
correspondientes controles de tejido no tumoral.  
 
2. Estudiar en CNMP la expresión génica de los factores 
implicados en la reparación de daño en el ADN y su relación con 
variables clínico-patológicas. Este análisis se llevó a cabo, 
inicialmente, con matrices de ADN complementario. Los resultados 
obtenidos se corroboraron mediante PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
3. Investigar en CNMP la relación existente entre la función  
telomérica y los resultados obtenidos a partir del análisis de 
expresión de los factores de reparación del ADN. Se han estudiado 
posibles asociaciones entre las variaciones de expresión génica 
detectadas y el estatus telomérico, así como en relación a la actividad 









































1. CÁNCER DE PULMÓN 
 
En el siglo XX la incidencia y mortalidad del cáncer de pulmón ha aumentado 
dramáticamente en la mayoría de los países europeos, de tal manera que 
puede ser considerado como una de las mayores epidemias de nuestro siglo. 
(Janssen-Heijnen et al., 2003). De hecho, el cáncer de pulmón ha sido la 
primera causa de muerte entre los varones en el 2002 a nivel mundial y la 
segunda entre las mujeres, según la Agencia Internacional para la 
Investigación del Cáncer (IARC) (Figura 1). Según datos de 2005 del Centro 
Nacional de Epidemiología, la tendencia en España es la misma: considerando 
ambos sexos, el cáncer que más muertes causa es el de pulmón, seguido del 
cáncer colorrectal, tumores hematológicos, mama, estómago y próstata, 
apreciándose una tendencia ascendente en la incidencia de tumores de 
pulmón en mujeres (Figura 2). 
  
La Agencia Americana del Cáncer (ACS) estimó que, en 2008, el 15% de los 
cánceres diagnosticados serían de pulmón. Además, teniendo en cuenta todas 
las muertes acontecidas como consecuencia del cáncer, el 29% de ellas serían 
causadas por este tipo tumoral. Es más, el número de muertes como 
consecuencia del cáncer de pulmón, superaría a las causadas por los cánceres 
de colon, mama y próstata considerados conjuntamente.  
 
La media de edad de los pacientes diagnosticados es de, aproximadamente,  
70 años, siendo 2 de cada 3 mayores de 65 años. Menos del 3% de todos los 
pacientes que padecen la enfermedad tienen edades inferiores a 45 años 
(ACS). 
 
El principal agente etiológico responsable del cáncer de pulmón es el tabaco, 
causante del 90% de los casos en varones y del 55-80% de los casos entre las 
mujeres en los países de mayor incidencia. Para varones, las regiones de 
mayor incidencia son Norteamérica, Europa del Este y Rusia. En el caso de las 
mujeres, Norteamérica, China y los países escandinavos. La supresión del 
hábito tabáquico constituye la principal edida preventiva. Sin embargo, el 






aunque menor que en los fumadores. Los ex–fumadores representan una gran 
proporción de los pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón en países 
donde el consumo de tabaco está disminuyendo, como son E.E.U.U. y Reino 
Unido (Carretero, 2005; Brody et al, 2006; ACS, 2007; Hung et al, 2008). Esto 
es debido a que la expresión de una gran variedad de genes se altera en las 
células epiteliales de los conductos aéreos de los fumadores. Algunos de ellos, 
como los genes que codifican para proteínas antioxidantes o implicadas en el 
metabolismo de xenobióticos, recuperan sus niveles de expresión a los 2 años 
de haber abandonado el tabaco, pero la expresión de oncogenes y genes 
supresores de tumores permanece alterada durante décadas. Estos genes 
pueden ser, en parte, responsables del desarrollo de cáncer de pulmón años 
después de que el paciente haya abandonado el tabaquismo (Spira et al., 
2004; Brody et al, 2006). 
 
Figura 1. Incidencia y mortalidad por cáncer en el mundo en 2002, según datos de la Agencia 
Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC). El eje de abscisas representa el número 
INCIDENCIA  Y MORTALIDAD POR CÁNCER EN EL MUNDO EN 2002

























El humo del tabaco contiene alrededor de 4.800 compuestos diferentes, que se 
pueden separar en compuestos gaseosos y partículas. Al menos 60 de estos 
compuestos son considerados carcinógenos por la Agencia Internacional para 
la Investigación del Cáncer (IARC) en base a evidencias epidemiológicas y 
experimentales (Carretero, 2005). 
 
Los compuestos carcinogénicos del tabaco se absorben y son metabolizados en 
los individuos fumadores. La respuesta del organismo a los carcinógenos es 
similar a la que ocurre durante la exposición a cualquier xenobiótico. Muchos 
de estos compuestos son de naturaleza lipófila, cualidad que les permite 
atravesar las membranas biológicas y, por esta misma razón, son difícilmente 
eliminables por la principal vía de excreción: la orina. Con objeto de 
incrementar esta excreción, el organismo somete al xenobiótico a una serie de 
MORTALIDAD POR CÁNCER EN ESPAÑA EN 2005
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Figura 2. Mortalidad por cáncer en España en 2005, según datos del Centro Nacional de 






Figura 3. Esquema representativo del metabolismo de los carcinógenos del tabaco. 
transformaciones encaminadas a aumentar la polaridad de los compuestos. 
Diversas enzimas participan en este proceso, destacando la familia citocromo 
P450 y la glutation-S-transferasa (Carretero, 2005). 
 
Por un lado, la hidroxilación activa de los componentes carcinógenos del 
tabaco los convierte en especies más reactivas, capaces de reaccionar con el 
ADN, formando aductos con las bases nitrogenadas. Si estos aductos no se 
reparan convenientemente, mediante los mecanismos celulares pertinentes, 
durante la replicación del ADN pueden introducirse mutaciones (Carretero, 







Por otro lado, la existencia de diferentes polimorfismos en estas enzimas 
detoxificadoras explicaría, en parte, las diferentes susceptibilidades 
individuales a la acción de los carcinógenos, al igual que ocurre con las 
proteínas responsables de la reparación del ADN (Carretero, 2005;            
Brody et al, 2006). De hecho, se ha descrito que una capacidad reducida en la 
reparación del ADN aumenta el riesgo de desarrollar cáncer de pulmón       






un aumento de los aductos de ADN relacionados con el tabaco                   
(Wei et al., 2000; Vulimiri et al., 2000). Asimismo, una elevada capacidad de 
reparación del ADN puede traer consigo procesos de resistencia a las quimio y 
radioterapias dirigidas a inducir daño genético en las células tumorales                   
(Sánchez-Céspedes, 2003). 
 
También existe una asociación clara entre la exposición ocupacional a otras 
sustancias (asbestos, radón, berilio, cromo....) y la aparición de cáncer de 
pulmón. Sin embargo, no en todos los casos existe una causa concreta 
detectada, ni la presencia de un agente etiológico conlleva siempre la aparición 
de cáncer de pulmón. De ahí que sólo entre el 10 y el 15% de los fumadores 
desarrollen la enfermedad. Estos hechos hacen pensar en la existencia de 
efectos aditivos y sinérgicos entre las distintas causas para determinados 
casos, así como en factores de predisposición y de riesgo para el cáncer de 
pulmón (Carretero, 2005). 
 
Típicamente, el cáncer de pulmón se divide en dos grupos mayoritarios, de 
acuerdo a aspectos histológicos y clínicos: cánceres microcíticos (CMPs) y 
cánceres no microcíticos (CNMPs). Este último grupo, que es el objeto de 
nuestro estudio, es el mayoritario, clasificándose como tal el 80-90% de los 
tumores pulmonares. Existe un tercer grupo, muy poco común, que presenta 
características de ambos tipos y se denomina cáncer mixto de célula 
pequeña/célula grande. Asimismo, hay otros tumores de pulmón muy 
minoritarios, como los tumores carcinoides, que crecen lentamente y suelen 
curarse por cirugía (ACS). 
 
El cáncer no microcítico de pulmón se subdivide, a su vez, en tres tipos, en 
función de la histología del tumor: 
• Adenocarcinoma: representa el 40% de los carcinomas no microcíticos 
diagnosticados en España. Suele localizarse en zonas periféricas de los 
pulmones, por lo que frecuentemente afecta a la pleura y pared 
torácica.  
• Carcinoma epidermoide o de célula escamosa: es la variedad de cáncer 






carcinomas no microcíticos. Suele localizarse en la parte central de los 
pulmones. Tiene un crecimiento relativamente lento y es el tipo 
histológico que muestra mayor correlación con la exposición a los 
carcinógenos del tabaco. 
• Carcinoma indiferenciado de célula grande: es el minoritario de los tres, 
englobando al 10% de los CNMPs diagnosticados. Puede desarrollarse 
en cualquier parte del pulmón y crece y se disemina rápidamente 
(AECC, Agencia Española Contra el Cáncer). 
 
Para poder emitir un juicio sobre el pronóstico del enfermo y determinar el 
tratamiento más adecuado, es importante clasificar el tumor, es decir, 
determinar en qué fase se encuentra. El sistema que con mayor frecuencia se 
emplea para su clasificación es el TNM. Estas siglas hacen referencia a tres 
aspectos del cáncer: la T se refiere al tamaño y localización del tumor, la N a la 
afectación de los ganglios linfáticos y la M a la afectación o no de otros 
órganos (Mountain, 1997). 
• Tamaño del tumor (T): 
o T0: no existen evidencias de tumor primario.  
o TX: el tumor primario no puede ser evaluado o bien ha sido 
certificado por la presencia de células malignas en el esputo o 
lavado bronquial, pero no visualizado por imágenes o 
broncoscopía.  
o TIS: carcinoma in situ.  
o T1: tumor inferior a 3 cm en su diámetro mayor, rodeado por 
pulmón o pleura visceral, sin evidencia broncoscópica de 
invasión más proximal del bronquio lobar. 
o T2: tumor superior a 3 cm en su diámetro mayor o con 
compromiso de bronquio principal, alejado de la carina más de 2 
cm, o con invasión de pleura visceral o asociado con atelectasia o 
neumonitis obstructiva extendida al hilio pero que no 
compromete el pulmón entero.  
o T3: tumor de cualquier tamaño que invade directamente la pared 
torácica (incluyendo tumores del sulcus superior), diafragma, 






bronquio principal a una distancia inferior de 2 cm de la carina, 
pero sin compromiso de ésta, o atelectasia asociada o neumonitis 
obstructiva del pulmón entero.  
o T4: tumor de cualquier tamaño que invade el mediastino, 
corazón, grandes vasos, traquea, esófago, cuerpos vertebrales o 
carina; también, tumor con derrame pleural o pericárdico 
maligno, o con ganglio(s) tumoral  satélite dentro del lóbulo 
tumoral primario ipsilateral del pulmón. 
• Ganglios linfáticos (N): 
o N0: no hay metástasis en los ganglios linfáticos regionales.  
o NX: los ganglios linfáticos regionales no pueden ser evaluados.  
o N1: metástasis en ganglios linfáticos peribronquial, ipsilateral         
y/o hiliar ipsilateral, y compromiso de ganglios intrapulmonares por 
extensión directa del tumor primario.  
o N2: metástasis de ganglio(s) linfáticos ipsilateral, mediastinal y/o 
subcarinales.  
o N3: metástasis de ganglio(s) linfáticos mediastinales  
contralaterales, hiliares contralaterales, escalenos ipsilaterales o 
contralaterales, o supraclaviculares. 
• Metástasis a distancia (M): 
o M0: no hay metástasis a distancia.  
o MX: la presencia de metástasis a distancia no puede ser 
evaluada.  
o M1: hay metástasis a distancia.  
 
En función de estos aspectos, los cánceres de pulmón no microcíticos se 
agrupan en diferentes etapas o estadios, como se refleja en la Tabla 1 
(Mountain, 1997). En algunos estudios, se han subclasificado los tumores de 
estadios I y II. Los resultados aportados por la Asociación Internacional para el 
Estudio del Cáncer de Pulmón (IASLC) demuestran que no existen diferencias 
significativas en la supervivencia de los pacientes al realizar esta división 
(Travis et al., 2008). En 2009, se publicará la séptima edición de la 
clasificación TNM de tumores malignos y la IASLC guiará revisiones sobre el 






se enviarán a distintos organismos internacionales, que las considerarán  para 
la próxima edición de los manuales de estadificación (Schneider, 2008). 
 
 








T1/T2 N1 M0 




T3 N1 M0 




T4 N0/N1/N2 M0 





T1/T2/T3/T4 N0/N1/N2 M1 
 
 
Tabla 1. Sistema internacional de estadificación TNM para el cáncer de 
pulmón (Mountain, 1997). 
 
 
El principal problema del cáncer de pulmón es que la mayoría de los pacientes 
afectados presentan un estado avanzado de la enfermedad en el momento del 
diagnóstico, siendo la tasa de supervivencia a 5 años inferior al 15% 
(Lantuejoul et al., 2005). De hecho, la supervivencia a 5 años, tras el 
diagnóstico, ha cambiado muy poco desde 1974, de manera que la tasa ha 
aumentado, tan sólo, del 12.4% al 15% para pacientes diagnosticados entre 
1996-2000 (Ries et al, 2004).  
 
El diagnóstico temprano del cáncer de pulmón, del que depende el pronóstico 






casos avanzados tiene beneficios limitados para la supervivencia del paciente, 
hace que sea, cada vez más necesario, el traslado de los descubrimientos de la 
patología molecular del cáncer de pulmón, del laboratorio a la práctica clínica 
(Noda et al., 2002; Schiller et al., 2002; Sekido et al., 2003). Además, los 
recientes avances ofrecen la posibilidad de mejorar el diagnóstico, tratamiento 
y pronóstico de los pacientes afectados por esta enfermedad (Meyerson et al. 
2004).   
 
 
1.1 ALTERACIONES MOLECULARES EN CÁNCER DE                  
PULMÓN 
 
Se han descrito polimorfismos en las moléculas implicadas en la detoxificación 
de los carcinógenos del tabaco que se relacionan con un mayor riesgo a 
desarrollar cáncer de pulmón. En concreto, el genotipo homozigoto mutante de 
CYP1A1 Msp1 y el polimorfismo CYP1A1 Ile-Val tienen una asociación positiva 
con el desarrollo de cáncer de pulmón en la población japonesa, pero no en la 
caucásica o afroamericana. Asimismo, en poblaciones asiáticas, se ha 
determinado que la combinación de los genotipos CYP1A1 Msp1 y 
polimorfimos en GSTM1 implican un mayor riesgo de desarrollar esta 
enfermedad. La asociación en otros grupos poblacionales es cuestionable ya 
que su frecuencia es muy baja, tanto en cáncer de pulmón, como en la 
población sana (Alexandrie et al., 1994; revisado por Kiyohara et al., 2002). 
Polimorfismos en el promotor de la enzima mieloperoxidasa causantes de una 
disminución en sus niveles transcripcionales, se han relacionado con un 
menor riesgo de desarrollar cáncer de pulmón en distintos grupos 
poblacionales (revisado por Kiyohara et al., 2002). 
 
Existen numerosas enfermedades causadas por mutaciones en genes de 
reparación del ADN que se caracterizan por una elevada incidencia de cáncer, 
probablemente por los defectos en la subsanación del daño genómico. De igual 
manera, polimorfismos en algunos de estos genes pueden implicar diferencias 
en la capacidad de reparación del ADN e influir en el riesgo individual a 






de reparación del daño en el ADN reducida tienen mayor riesgo de desarrollar 
cáncer de pulmón (Wei et al., 1996; Wei et al., 2000; revisado por Kiyohara et 
al., 2002; Brody et al, 2006). La asociación entre la capacidad de reparación 
del ADN disminuida y este tipo tumoral ha sido significativa para los genes 
ERCC5, ERCC6, XPC y XRCC1, todos ellos implicados en la reparación por 
escisión de nucleótidos (revisado por Kiyohara et al., 2002). Es más, de 
manera general, ha sido descrito que la disminución en los niveles de ARN 
mensajero de genes de la vía de reparación por escisión de nucleótidos, así 
como la disminución en su capacidad de reparación, se asocian a un mayor 
riesgo de desarrollar cáncer de pulmón (Wei et al., 1996; Cheng et al., 2000; 
Wei et al., 2000). 
 
El gen supresor de tumores p53 es una de las moléculas que más 
frecuentemente mutan en cáncer (Ara et al., 1990; Hollstein et al., 1991; 
revisado por  Nikliński et al., 2001). Estas mutaciones alteran su capacidad de 
unirse al ADN y de controlar el ciclo celular y la proliferación (Roy et al., 1994; 
revisado por  Nikliński et al., 2001). Se han detectado mutaciones en el              
40-70% de los cánceres microcíticos de pulmón y en el 40-60% de los cánceres 
no microcíticos y suelen relacionarse con carcinomas epidermoides, quizás por 
la mayor exposición a los carcinógenos del tabaco de los pacientes que 
desarrollan este tipo tumoral. Estas alteraciones pueden detectarse en fases 
precoces de la enfermedad. Generalmente, la forma mutante de p53 tiene una 
vida media más larga que la forma no mutada, por lo que los niveles proteicos 
suelen ser elevados en células tumorales (Fujita et al., 1999; revisado por Luiz 
de Menezes y Machado, 2005; revisado por Pankiewicz et al., 2007).  
 
La activación de p21 por p53 inhibe la progresión celular en la fase G1/S y 
evita la fosforilación de Rb. En CNMP, p21 se encuentra sobre-expresada en el 
65-75% de los casos, especialmente en los tumores bien diferenciados, por lo 
que su sobre-expresión se ha relacionado con un mejor pronóstico (revisado 
por Rom et al., 2000; revisado por  Nikliński et al., 2001; Shoji et al., 2002). 
 
Otra molécula supresora de tumores en la que se han descrito alteraciones es 






el 90% de los cánceres microcíticos de pulmón y en el 15-30% de los no 
microcíticos (Fong et al., 1999; Burke et al., 2005). En la misma vía de 
actuación que Rb se encuentra p16, en la que se han detectado mutaciones en 
el 10-40% de los CNMPs. Asimismo, la deleción de p16 o la  hipermetilación de 
su promotor, que se ha detectado en el 30-50% de los cánceres de pulmón, se 
consideran factores de pronóstico desfavorable y son eventos precoces en el 
cáncer de pulmón (revisado por Rom et al., 2000; revisado por  Nikliński et al., 
2001; Cheng et al., 2003; revisado por Chorostowska-Wynimko y 
Szpechcinski, 2007). Puesto que Rb y p16 pertenecen a la misma vía de 
señalización, las alteraciones génicas en ellas son excluyentes; esto es, si una 
está alterada, no lo estará la otra. Las alteraciones génicas no son 
redundantes en las células cancerígenas (revisado por Sánchez-Céspedes, 
2008). 
 
Anormalidades en las vías de p53 y Rb se han correlacionado con un peor 
pronóstico en pacientes afectados de cáncer no microcítico de pulmón (Steels 
et al., 2001; Burke et al., 2005). 
 
El protooncogén K-ras se encuentra mutado en el 20-50% de los 
adenocarcinomas. Las mutaciones que afectan a este gen, generalmente, 
provocan que K-ras permanezca en un estado constante de activación y suelen 
ocurrir en el codon 12 (revisado por Rom et al., 2000; revisado por  Nikliński 
et al., 2001; Broermann et al., 2002; Kim et al., 2003; revisado por Luiz de 
Menezes y Machado, 2005). Las mutaciones en K-ras se asocian al hábito 
tabáquico. De hecho, han sido detectadas en biopsias bronquiales de 
individuos fumadores sin cáncer de pulmón, así como en el esputo recolectado 
antes de la detección de la enfermedad, por lo que se ha sugerido que K-ras 
podría ser un marcador de pre-malignidad (revisado por Luiz de Menezes y 
Machado, 2005). 
 
El gen EGFR aparece mutado, especialmente, en adenocarcinomas de 
pacientes no fumadores y se ha considerado relevante el estudio de las 
mutaciones que en él acontecen para determinar la respuesta al tratamiento 






2004). Los tumores pulmonares con mutaciones en EGFR constituyen una 
identidad claramente diferenciada de los adenocarcinomas carentes de estas 
alteraciones. La etiología e histopatología de los tumores con mutaciones 
difiere ampliamente de los tumores sin mutaciones en el gen (Conde et al. 
2006). Además, se han detectado amplificaciones génicas y sobre-expresión 
proteica en tumores pulmonares (Bhattacharjee et al., 2001). La activación de 
este receptor modula a proteínas implicadas en la supervivencia y 
proliferación celular. Las mutaciones en K-ras y EGFR son mutuamente 
excluyentes (Lynch et al., 2004; Pacz et al., 2004; Scagliotti et al., 2004; Conde 
et al., 2006). 
 
Las amplificaciones de c-myc son un hecho frecuente en cáncer microcítico de 
pulmón (80-90%), asociándose con una mayor agresividad de la enfermedad, 
mientras que en CNMP aparecen tan sólo en el 10% de los tumores (Kubokura 
et al., 2001).   
 
La sobre-expresión de c-erB-1 es más frecuente en cáncer no microcítico, 
especialmente en carcinomas escamosos (65-90%), no correlacionándose con 
la prognosis del paciente. c-erB-2 se sobre-expresa en el 25% de los CNMP. 
Este gen codifica para una proteína denominada HER-2. En tumores de 
estadio IIIB y IV se han detectado niveles elevados de la proteína, lo que se ha 
relacionado con un peor pronóstico (revisado por Rom et al., 2000; revisado 
por  Nikliński et al., 2001; Micke et al., 2001; revisado por Luiz de Menezes y 
Machado, 2005). 
 
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) estimula el crecimiento de 
células epiteliales y estimula la mitosis del epitelio bronquial y de las células 
alveolares de tipo II. Además, media en la angiogénesis, movilidad celular e 
invasión. Se expresa en la mayoría de los cánceres no microcíticos, lo que se 
relaciona con un peor pronóstico, y ocasionalmente en cánceres microcíticos 
(Siegfried et al., 1997a). 
 
La ciclina D1 está implicada, también, en la tumorigénesis pulmonar y se 






hecho, se ha descrito que esta sobre-expresión ocurre en lesiones previas al 
desarrollo del proceso invasivo y que se correlaciona con tumores poco 
diferenciados y con metástasis en nódulos linfáticos (Betticher et al., 1996; 
Brambilla et al., 1999). 
 
La presencia de actividad telomerasa es otra de las características de la 
mayoría de los tumores. Más adelante se revisa esta enzima, sus funciones y 
su implicación en el proceso tumorigénico. 
 
El péptido de liberación de gastrina (GRP) se expresa en el 20-60% de los 
cánceres microcíticos y rara vez en CNMP (Siegfried et al., 1997b). 
 
TFG-β promueve la inflamación pulmonar y puede unirse a las integrinas que 
se expresan en las células tumorales. Este factor inhibe el ciclo celular en la 
fase G1/S e induce la expresión de p21 y c-myc (Hasegawa et al., 2001; Shoji 
et al., 2002). Además, afecta a la angiogénesis y participa en la progresión 
tumoral del CNMP, actuando como un factor pronóstico de supervivencia 
independiente en los adenocarcinomas (revisado por Rom et al., 2000; 
revisado por  Nikliński et al., 2001). 
 
El factor antiapoptótico Bcl-2 se expresa con mayor frecuencia en CMP que en 
CNMP (75-95% frente a 10-35% de los casos) (Grossi et al., 2003; Shibata et 
al., 2004). Además de la inhibición de la apoptosis, las células tumorales 
requieren de factores angiogénicos que promuevan la proliferación y migración 
de células epiteliales. Entre estos, destaca el factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF). Su expresión aumenta en cánceres de pulmón con 
metástasis y se ha considerado como indicador pronóstico en pacientes 
afectados de cáncer de pulmón. Se ha descrito que la expresión elevada de 
VEGF, p53, Rb y  Bcl-2 puede afectar a la resistencia quimioterápica (Ludovini 
et al., 2004). 
 
Algunas regiones cromosómicas tienden a delecionarse en cáncer de pulmón, 






et al., 2000; revisado por Rom et al., 2000; revisado por  Nikliński et al., 2001; 
Wistuba et al., 2001; revisado por Huber y Stratakis, 2004). 
 
En la Tabla 2 se resumen los principales marcadores moleculares encontrados 
en cáncer de pulmón. 
 
 
PRINCIPALES ALTERACIONES MOLECULARES EN CÁNCER DE PULMÓN 
 
Genes supresores de tumores 
 




K-ras, EGFR, c-myc, c-erB-1 y  2, HGF, 















Anormalidades genéticas LOH en 3p 
 
 
Tabla 2. Principales alteraciones moleculares en cáncer de pulmón. 
 
 
1.1.1 PÉRDIDAS DE HETEROZIGOSIDAD (LOHs) EN 3P 
 
Las pérdidas de heterozigosidad en el brazo corto del cromosoma 3 es un 
hecho común en el cáncer de pulmón, de manera que en esta región podrían 
estar localizados genes supresores de tumores. LOHs en 3p han sido 
detectados en la mayoría de cánceres microcíticos de pulmón, así como en el 
75% de los casos de cáncer no microcítico (Kok et al., 1997; Sekido et al., 
1998; Cuthbert et al., 1999; Zabarovsky et al., 2002). Distintas regiones en 3p 
muestran pérdidas alélicas: 3p25-26, 3p21-22, 3p14 y 3p12-13, siendo este 






de cáncer de pulmón. De hecho, estas alteraciones se han encontrado en el 
epitelio normal bronquial, no sólo de pacientes con cáncer de pulmón, sino 
también de fumadores que no han desarrollado esta patología, precediendo a 
cambios histológicos. Por tanto, parece que las deleciones en 3p y, en 
concreto, en 3p21, son inducidas por los carcinógenos del tabaco (Hibi et al., 
1992; Sundaresan et al., 1992; Hung et al., 1995; Mao et al., 1997; Wistuba et 
al., 1997; Sozzi, 1998; Wistuba et al., 1999; Lerman y Minna, 2000; Hirao et 
al., 2001; Wistuba et al., 2001; Zabarovsky et al., 2001; Minna et al., 2002; 
Sasatomi et al., 2002; Sekido et al., 2003). De las cuatro regiones con alta tasa 
de pérdida alélica, una extensión de 600 Kb en 3p21.3, es la que presenta 
mayor tendencia a delecionarse en el epitelio no tumoral y tumoral de 
pacientes con cáncer de pulmón y en individuos fumadores pero no enfermos, 
lo que indica que contiene genes implicados en el desarrollo tumorigénico 
(Lerman y Minna, 2000; Wistuba et al., 2000; Zochbauer-Muller et al., 2002; 
revisado por Angeloni, 2007). 
 
Estas alteraciones en 3p, si bien no en un porcentaje tan alto como en CNMP, 
se han encontrado, también, en otros tipos tumorales, como mama, cabeza y 
cuello, lengua, ovario, cérvix/útero, esófago, vejiga, vesícula biliar, cáncer 
colorrectal, pancreático, renal y hepático (Petursdottir et al., 2004; revisado 
por Ji et al., 2005; Hu et al., 2006; revisado por Angeloni, 2007; revisado por 











Hermann Muller fue el primero en describir, en su estudio sobre la mosca de 
la fruta Drosophila melanogaster, a los telómeros (Muller, 1938). El término 
“telómero” proviene de las palabras griegas telos, que significa “fin”, y meros, 
cuyo significado es “parte”. Muller acuñó este término basándose en la función 
protectora que tienen los telómeros en la parte final de los cromosomas 
lineales (revisado por Bailey y Goodwin, 2004) (Figura 4). La conexión entre la 
función telomérica y la estabilidad genómica fue descrita por primera vez en 
un trabajo de McClintock (1941), del cual se desprende que los telómeros 
protegen los extremos de los cromosomas y mantienen su integridad 
estructural.  Por lo tanto, los telómeros se convirtieron en uno de los primeros 
mecanismos celulares reconocidos implicados en la estabilidad genómica 




El ADN telomérico consiste en repeticiones en tándem de secuencias 
nucleotídicas cortas, ricas en residuos de guanina. Aunque todos los 
telómeros de un mismo genoma presentan las mismas repeticiones, éstas 
Figura 4. Extremos cromosómicos de células en metafase. Los cromosomas, en azul, están 
teñidos con DAPI (diclorohidrato de 4',6-diamino-2-fenilindol) y los telómeros han sido 
hibridados con una sonda fluorescente (amarilla) específica de secuencias teloméricas 






varían entre las distintas especies (De Lange et al., 1990). No obstante, es 
notable la gran conservación que existe en las repeticiones teloméricas de 
especies tan distantes en la evolución como vertebrados, plantas y protozoos, 
lo que implica una conservación de sus funciones para proteger los extremos 
cromosómicos (Bearss et al., 2000; Chan y Blackburn, 2002).  
 
En vertebrados, el ADN telomérico está formado por pequeños fragmentos de 6 
nucleótidos repetidos en tándem, siendo la secuencia 5’-(TTAGGG)n-3’ y, en 
humanos, tiene una longitud de entre 5 y 15 Kb (Moyzis et al, 1988; Allshire et 
al, 1989; Cross et al 1989; revisado por Hug y Lingner, 2006).  
 
Estudios llevados a cabo en linfocitos de sangre periférica de gemelos 
monozigotos, dizigotos e individuos no emparentados, revelan que la 
distribución de la longitud de los telómeros está genéticamente determinada y, 
por ello, cromosomas homólogos tienen distinta longitud telomérica. Es más, 
sugieren que ésta se define en el zigoto y se mantiene de por vida, lo que 
podría favorecer la aparición de alteraciones en la proliferación o determinadas 
patologías ligadas al acortamiento telomérico en zigotos con telómeros 
anormalmente acortados. Asimismo, la longitud de las secuencias teloméricas 
podría influir, junto a otros factores genéticos, en el riesgo a desarrollar cáncer 
(Graakjaer et al., 2004; Londoño-Vallejo, 2004).  
 
Varios grupos han encontrado correlaciones significativas entre la longitud de 
los telómeros en los hijos y la longitud de los telómeros de los padres, pero no 
de las madres. Este resultado llevó a los autores a plantear que la longitud de 
los telómeros era heredada de los padres (Nordfjall et al., 2005; Unryd et al., 
2005; Njajou et al., 2007). También, se encontró una correlación positiva y 
significativa entre la longitud telomérica y la longevidad de los individuos 
analizados (Njajou et al., 2007). Hay estudios que defienden que las mujeres 
tienen telómeros más largos que los hombres, lo que podría explicar por qué 
las mujeres tienen una mayor supervivencia (Benetos et al., 2001; Cherif et 







Por otro lado, se ha comprobado el hecho de que la longitud telomérica es 
específica de cada cromosoma, siendo notable el caso de 17p, cuyos telómeros 
son más cortos que otros en los individuos analizados (Martens et al., 1998; 
Britt-Compton et al., 2006).  
 
Se ha descrito, también, que variaciones en la tasa de recambio celular 
inducidas por los diferentes estilos de vida o estados patológicos, determinan 
la diferente longitud telomérica entre distintos individuos (Jeanclos et al., 
2000; Benetos et al., 2004; Valdes et al., 2005; Cherkas et al., 2006; Huda et 
al., 2007). 
 
Estudios realizados en ratones demostraron que los telómeros más largos se 
localizan, en aquellos tejidos estudiados, en los nichos de células madre, de 
manera que éstos se van acortando progresivamente a medida que las células 
madre se movilizan a nichos adyacentes. Las secuencias teloméricas más 
cortas se detectaron en las capas más diferenciadas, de acuerdo a la historia 
proliferativa y de diferenciación. Asimismo, el proceso de envejecimiento 
conlleva un acortamiento de la longitud de los telómeros en todos los 
compartimentos, incluidos los nichos de células madre (Flores et al., 2008). 
 
Adyacentes a los telómeros se encuentran unas secuencias, a menudo 
repetitivas, con gran variabilidad denominadas regiones subteloméricas 
(Louis, 1995; Riethman, 2008). Se ha descrito que están implicadas en la 
regulación de la longitud y estructura teloméricas, así como en la expresión de 
genes cercanos (revisado por McCord y Broccoli, 2008). 
 
Si bien se creía que los telómeros estaban constituidos por secuencias no 
codificantes, estudios llevados a cabo en la línea celular de cáncer de cérvix 
HeLa, han demostrado que las secuencias teloméricas no son 
transcripcionalmente silentes. Mediante Northern-blot y usando sondas 
complementarias a la secuencia 5’-UUAGGG-3’, se ha detectado ARN de 
tamaños comprendidos entre las 100 pares de bases y las 9 kilobases (TERRA, 
Telomeric Repeat-containing RNA). La transcripción de ARN comienza en la 






lo que indica que forman parte de la heterocromatina telomérica (Azzalin et al., 
2007). La fuerte inducción de la transcripción de TERRA en levaduras produjo 
acortamiento telomérico e inhibición de TPE (Telomere Position Effect), esto es, 
inhibición del silenciamiento de genes mediado por la estructura 
heterocromatínica de los telómeros, lo que sugiere que estas secuencias 
pueden estar implicadas en la regulación epigenética de los extremos 
cromosómicos (Sandell et al., 1994; Azzalin et al., 2007). 
 
 
2.1 ESTRUCTURA DE LOS TELÓMEROS  
 
Los telómeros son estructuras nucleoproteicas especializadas que protegen los 
extremos de los cromosomas lineales eucarióticos de los mecanismos de 
reparación del ADN y de la degradación (Chan y Blackburn, 2002). Son 
esenciales para el mantenimiento de la estructura y función de los 
cromosomas y para la viabilidad celular.  
 
A las secuencias teloméricas están unidas una serie de proteínas que forman 
el denominado complejo shelterin. Éstas, que comenzaron a identificarse a 
partir de 1995, presentan las características de localizarse sólo en los 
extremos cromosómicos, estar presentes en ellos a lo largo de todo el ciclo 
celular y de tener una función en la célula limitada a los telómeros. El 
complejo shelterin está constituido por las siguientes moléculas: TRF1, TRF2, 
POT1, Rap1, TPP1 y TIN2  (De Lange, 2002; revisado por De Lange, 2005).  
 
Además del complejo shelterin, existen otras proteínas que forman parte de la 
estructura telomérica, si bien su función no está limitada a los extremos 
cromosómicos (De Lange, 2002; revisado por De Lange, 2005). 
 
Los telómeros terminan, en su extremo 3’, en una hebra sencilla rica en 
guanina y de una longitud de unos 30-110 nucleótidos, que ha permanecido 
conservada en todos los organismos eucariotas, y que se retrae, invaginándose 
en la doble cadena de repeticiones teloméricas, para formar un T-loop 






se constituye una estructura de tres hebras (van Steensel et al., 1998;    
Griffith et al., 1999; De Lange, 2004) (Figura 5). La pérdida de ésta es letal 
para la célula, pues el telómero quedaría desprotegido, convirtiéndose en una 
estructura lineal que podría ser reconocida por los mecanismos de reparación 
del ADN, como si de una rotura de doble hebra se tratase, lo que activaría 
fusiones cromosómicas y, finalmente, llevaría a la inestabilidad genómica. 
Esta estructura también está implicada en la regulación de la enzima 
telomerasa, responsable de la síntesis de repeticiones teloméricas de novo, 
pues inhibe la elongación telomérica en cis (Van Steensel y De Lange, 1997; 
Blackburn, 2001; Ancelin et al., 2002; Sherr, 2004; Smogorzewska y                  




Recientemente ha sido establecida una correlación positiva entre la longitud 
de los telómeros y la longitud de la hebra sencilla rica en guanina. También, 
en investigaciones llevadas a cabo en líneas celulares tumorales y normales, 
se ha determinado que esta hebra es significativamente más corta en las 
líneas celulares tumorales que en las normales (Lee et al., 2008). Trabajos 
llevados a cabo por el mismo grupo, señalan que la longitud de la hebra rica 
Figura 5. Representación esquemática del T-loop y de las proteínas teloméricas que 
colaboran en el mantenimiento de la estructura de los telómeros                                   







en guanina es más larga en células embrionarias, lo que confirmaría la 
correlación negativa encontrada entre ésta y la edad. 
 
Se ha postulado que los telómeros muestran tres estados a lo largo del ciclo 
celular, cambiando de manera dependiente del ciclo, para limitar el acceso de 
la enzima telomerasa a los telómeros durante la fase S. El paso del estado en 
que el telómero se encuentra formando el T-loop (non-extendible state) al 
estado en el que se encuentra en estado lineal (extendible state) es 
dependiente de la longitud telomérica. Es decir, durante la fase de replicación 
del ADN por la enzima ADN polimerasa, los telómeros pierden la estructura de 
loop, manteniéndose así durante mayor tiempo aquellos telómeros con un 
menor número de repeticiones teloméricas. El tercer estado (extending state) 
sería dependiente de la concentración de enzima telomerasa, de manera que si 
la concentración de ésta es baja, elongará, principalmente, los telómeros más 
cortos. Por tanto, todos los telómeros, independientemente de su longitud, 
estarían accesibles a la enzima telomerasa durante un breve periodo de 
tiempo, tras la replicación, pero la telomerasa se une a los telómeros más 
cortos con mayor probabilidad, pues permanecen más tiempo en estado lineal. 
Esta hipótesis afirma que la función de T-loop no es evitar la elongación de los 
telómeros por la enzima telomerasa, sino favorecer la extensión de los 
telómeros más cortos cuando la concentración de enzima está limitada 




Figura 6.  Modelo de los tres estados en los que se encuentran los telómeros a lo largo del 
ciclo celular (adaptado de Hug y Lingner, 2006). 
  Telómero no linealizado  Telómero linealizado  Extensión por la enzima telomerasa  
Telómero largo 






2.1.1 PROTEÍNAS DEL COMPLEJO SHELTERIN 
 
La principal función del complejo shelterin es proteger a los telómeros, tanto 
de posibles degradaciones, como de fusiones entre extremos de diferentes 
cromosomas (revisado por De Lange, 2005; revisado por Hug y Lingner, 2006). 
Este complejo determina la estructura telomérica, la formación del T-loop y la 
síntesis del ADN telomérico por la enzima telomerasa. Algunas de las 
proteínas de este complejo (TRF1, TRF2, POT1 y Rap1) han sido identificadas 
en organismos inferiores, mientras que otras sólo se encuentran en 
vertebrados (TIN2 y TPP1) (revisado por De Lange, 2005). 
 
TRF1 y TRF2 (Telomeric Repeat binding Factor 1 y 2, respectivamente) se unen 
específicamente al ADN telomérico como homodímeros, mediante un dominio 
de unión al ADN de tipo Myb localizado en el extremo C-terminal (Broccoli et 
al., 1997; Bianchi et al., 1999; Court et al., 2005; Hanaoka et al., 2005). 
 
En células tumorales humanas, la inhibición de TRF1 da lugar a la elongación 
de los telómeros, mientras que su sobre-expresión causa acortamiento 
telomérico, no viéndose afectada la actividad telomerasa. Estos experimentos 
llevaron a concluir que TRF1 actúa como un regulador negativo del 
mantenimiento telomérico en cis, evitando que la telomerasa alcance a los 
telómeros (Van Steensel y De Lange, 1997; Ancelin et al., 2002).  
 
TRF2 cataliza la formación del T-loop y suprime la actividad ATM kinasa, lo 
que inhibe el proceso de recombinación no homóloga a nivel telomérico, y la 
apoptosis mediada por ATM y p53 (Van Steensel et al., 1998; Karlseder et al. 
1999; Stansel et al. 2001; De Lange, 2002; Smogorzewsa et al., 2002; 
Karlseder et al. 2004; Verdun et al., 2005). TRF2 se une a ATM en un residuo 
que evita la autofosforilación de ésta y, por tanto, el que se desencadene la 
respuesta a daño en el ADN (Karlseder et al. 1999; Bakkenist y Kastan, 2003; 
Karlseder et al., 2004; Bradshaw et al., 2005; Jacobs y De Lange, 2005). Por 
otro lado, TRF2 también es capaz de inhibir la recombinación homóloga y, de 
esta manera, las fusiones teloméricas (revisado por Cesare y Reddel, 2008; 






Al igual que en el caso de TRF1, la sobre-expresión de TRF2 también está 
relacionada con el acortamiento telomérico, tanto en presencia como en 
ausencia de la enzima telomerasa. Estudios llevados a cabo en ratones que 
sobre-expresaban esta proteína, demostraron que TRF2 interacciona con la 
nucleasa XPF, lo que llevaría a un aumento de su actividad, y a una 
degradación del ADN telomérico (Ancelin et al., 2002; Muñoz et al., 2007). 
Asimismo, también en ratones, se ha descrito que TRF2 es un potente factor 
oncogénico que, junto con la deficiencia en la enzima telomerasa y el 
acortamiento telomérico, acelera la carcinogénesis epitelial y genera 
inestabilidad cromosómica. Esta situación, así como la deficiencia en p53, son 
las únicas conocidas en las que la disfunción telomérica, en ausencia de 
telomerasa, no actúa como un mecanismo supresor de tumores, sino que, por 
el contrario, acelera la carcinogénesis (Blanco et al., 2007). 
 
TRF2 está implicada en la reparación de daño en el ADN. La inducción de 
rotura de la doble hebra provoca la fosforilación de TRF2 por ATM, lo que 
conlleva su separación de los telómeros, probablemente por la pérdida de 
dimerización, y colocalización con el ADN dañado. Si el daño tiene lugar en los 
extremos cromosómicos, TRF2 fosforilada se localiza en ellos. En este caso, la 
unión al ADN telomérico estaría mediada por otra(s) proteína(s) que son 
reclutadas al lugar del daño, siendo la función de TRF2 fosforilada promover 
la llegada de proteínas implicadas en la reparación de daño en el ADN y 
favorecer y/o evitar interacciones con otras proteínas del complejo shelterin 
(Bradshaw et al., 2005; Tanaka et al., 2005a). Williams et al. (2007) 
encontraron resultados semejantes, si bien afirman que TRF2 no tiene un 
papel biológico relevante en la respuesta al daño exógeno en el ADN. Esta 
nueva función de TRF2 contradice el que las proteínas del complejo shelterin 
tengan una función limitada a los telómeros y sólo se localicen en ellos. 
 
POT1 (Protection Of Telomere protein 1) se une a la hebra sencilla de ADN en el 
extremo 3’ a través de un dominio OB, en su extremo N-terminal, y al ADN 
telomérico de cadena doble a través de su interacción con TRF1 y TRF2, 
colaborando con TRF2 en el mantenimiento del T-loop (Loayza y De Lange, 






implicada en la generación del extremo 5’ del ADN telomérico. Asimismo, 
también juega un papel muy importante en la regulación de la longitud 
telomérica por la enzima telomerasa, pues su no unión a la hebra sencilla rica 
en guanina desencadena la pérdida de control de la longitud de los telómeros, 
de manera que la telomerasa puede acceder a ellos, lo que da lugar a 
telómeros muy elongados (Loayza y De lange, 2003). 
 
La unión de POT1 a la hebra sencilla rica en guanina evita, también, que ésta 
active la respuesta a daño en el ADN. Estudios en los que la proteína había 
sido eliminada de los extremos cromosómicos provocaron una desprotección 
de los telómeros, activación de los mecanismos de reparación del ADN, 
reducción de la longitud de la hebra sencilla y, finalmente, apoptosis o 
senescencia dependientes de p53 y retinoblastoma (Hockemeyer et al., 2005;                        
Yang et al., 2005). 
 
Rap1 se asocia a los telómeros mediante TRF2 (revisado por Hug y Lingner, 
2006). Participa en el control de la longitud de los telómeros, regulándola 
negativamente de una manera dependiente de telomerasa. Su sobre-expresión 
en células humanas con actividad telomerasa produce acortamiento 
telomérico, si bien la proteína truncada causa el efecto contrario, quizá porque 
actúa como alelo dominante negativo. Asimismo, también está implicada en el 
reclutamiento de proteínas hacia los extremos cromosómicos (Li y De Lange, 
2003; revisado por Smogorzewska y De Lange, 2004). 
 
TPP1 se une a TRF1 y TRF2 mediante otra proteína del complejo shelterin: 
TIN2. Además, se une a POT1, reclutándola hacia la doble hebra telomérica 
(Houghtalin et al., 2004; Liu D et al., 2004a; Ye et al., 2004a; revisado por Hug 
y Lingner, 2006). La supresión de TPP1, mediante ARN de interferencia, o la 
pérdida de interacción entre TPP1 y POT1 da lugar a un alargamiento 
telomérico, así como a una pérdida de la señal de POT1 en los extremos 
cromosómicos (Liu D et al., 2004b; Ye et al., 2004b). 
 
TIN2, a parte de unir a TPP1 con TRF1 y TRF2, protege a TRF1 de las 






unión al ADN telomérico, y contribuye a la estabilización de la unión de TRF2 
al ADN telomérico. En humanos, la disminución en los niveles de TIN2 o la 
expresión de alelos mutantes que no se unían a TRF1 ni a TRF2, dio lugar a 
elongaciones teloméricas (Houghtalin et al., 2004; Kim et al., 2004; Liu D et 
al., 2004b; Ye et al., 2004b).  
 
TIN2, además, se colocaliza con dominios heterocromatínicos no teloméricos, 
lo que indicaría su posible implicación en el ensamblaje de la heterocromatina 
(Kaminker et al., 2005). De nuevo, parece que las proteínas del complejo 
shelterin pueden tener funciones independientes de la homeostasis telomérica. 
 
 
2.1.2 OTRAS PROTEÍNAS TELOMÉRICAS  
 
PinX1 (Pin2 interacting protein X1) regula negativamente la actividad 
telomerasa in vivo, inhibiéndola y causando acortamiento telomérico (Zhou et 
al., 2001). Es capaz de interaccionar directamente con hTERT y hTR, las 
subunidades catalítica y reguladora, respectivamente, de telomerasa in vitro, 
de manera que parece que su función inhibitoria de telomerasa es mediante la 
unión al complejo hTERT/hTR (Banik et al., 2004; revisado por Raynaud et 
al., 2008). 
 
El complejo ADN-PK, implicado en la recombinación no homóloga y 
constituido por la subunidad catalítica ADN-PKc y las subunidades 
reguladoras Ku70/80, está asociado con distintas proteínas del complejo 
shelterin. Las proteínas Ku pueden, además, unirse directamente al ADN 
telomérico. En ratones se ha descrito que la deficiencia en Ku86 o              
ADN-PKc aumenta las fusiones entre los extremos teloméricos, lo que sugiere 
que su función no se limita a la recombinación no homóloga. La deleción de 
Ku70 conlleva un aumento de recombinaciones teloméricas entre cromátidas 
hermanas (TSCE, Telomere Sister Chromatid Exchange), evento característico 
de las recombinaciones homólogas entre los telómeros, lo que indica que Ku70 
protege a los extremos cromosómicos de estos procesos (Celli et al., 2006). En 






telomérico y la de los dos muerte celular, si bien no está claro si esto se debe 
al acortamiento telomérico o a la incapacidad para reparar daños en el ADN 
(Bailey et al., 1999; Hsu et al., 2000; Samper et al., 2000; D’Adda di Fagagna 
et al., 2001; Gilley et al., 2001; Goytisolo et al., 2001; Li et al., 2002; Myung et 
al., 2004).  
 
El tratamiento de células humanas con inhibidores de ADN-PKc resultó, al 
igual que en ratones, en un aumento de la fusiones cromosómicas y se ha 
sugerido que esta proteína está implicada en la protección del telómero            
post-replicación (Bailey et al., 2004). Células de ratones doble deficientes en 
ADN-PKc y telomerasa acortaban, de manera acelerada, la longitud de los 
telómeros, lo que llevó a postular que existían interacciones funcionales entre 
ADN-PKc y la enzima telomerasa para regular la longitud telomérica  (Espejel 
et al., 2002). 
 
La nucleasa ERCC1/XPF, que participa en la reparación por escisión de 
nucleótidos, está implicada en la formación de la hebra sencilla rica en 
guanina, tras el daño en el ADN telomérico. Se ha sugerido que el complejo  
shelterin podría emplear esta enzima para bloquear la posible recombinación 
entre telómeros mediada por la recombinación no homóloga (Zhu et al., 2003; 
revisado por De lange, 2005). Asimismo, también se ha sugerido su posible 
implicación en facilitar el acceso de la maquinaria de replicación durante la 
fase S (revisado por Stewart y Weinberg, 2006). 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
Las RecQ helicasas con actividad 3’ exonucleasa WRN y BLM, interaccionan 
con TRF2, lo que estimula su actividad. Experimentos llevados a cabo in vitro 
relacionan a estas proteínas con la formación de la estructura T-loop y la 
degradación del extremo 3’ (Opresko et al., 2002; Machwe et al., 2004). 
Mutaciones en los genes que las codifican producen los síndromes progeroides 
de Werner y Bloom, respectivamente, caracterizados por un rápido 
acortamiento telomérico, predisposición al cáncer, envejecimiento prematuro y 
una elevada inestabilidad genética (Ellis et al., 1995; Yu et al., 1996; 







El papel de WRN en los telómeros está más definido que el de BLM. WRN es 
indispensable para la replicación de los telómeros, estando implicada en la 
síntesis de la hebra retardada (Crabbe et al., 2004). De hecho, WRN se localiza 
en los telómeros sólo en la fase S, pudiendo, además, participar en la 
resolución de estructuras complejas que podrían interferir con la adecuada 
replicación del ADN telomérico (revisado por Stewart y Weinberg, 2006). 
 
El complejo MRN está integrado por tres proteínas: Mre11, Rad50 y Nbs1 y 
está implicado en la recombinación no homóloga. Se encuentra unido al ADN 
telomérico a través de TRF2. La disminución en los niveles de este complejo  
da lugar a un acortamiento de la hebra sencilla rica en guanina sólo en 
células con actividad telomerasa. Esto se ha interpretado como que el 
complejo MRN está implicado en el reclutamiento de la enzima hacia los 
telómeros (Chai et al., 2006b). Además, defectos en MRN se han relacionado 
con acortamiento y disfunción telomérica (revisado por Ayouaz et al., 2008). 
Mre11 y Rad50 se encuentran presentes en los telómeros a lo largo de todo el 
ciclo celular, mientras que Nbs1 es reclutada por TRF2 hacia los extremos 
cromosómicos en fase S, lo que sugiere que puede estar implicada en la 
replicación telomérica (Zhu XD et al., 2000; revisado por Bailey y Murnane, 
2006). 
 
El síndrome NBS (Nijmegen Breakage Syndrome) se debe a una mutación en el 
gen Nbs1 (Carney et al., 1998) y se caracteriza, entre otros síntomas, por un 
acortamiento telomérico acelerado, lo que se traduce en un fenotipo de 
envejecimiento prematuro (Digweed et al., 2004). 
 
Las enzimas tankirasas 1 y 2 (TRF1-interacting, ankyrin-related ADP-ribose 
polymerase) son poli ADP-ribosa polimerasas que modifican a TRF1 por 
adición de polímeros de ADP-ribosa, lo que inhibe su capacidad de unión al 
ADN telomérico in vitro e in vivo y promueve su degradación. De esta manera, 
se favorece el acceso de la enzima telomerasa a los telómeros. En el caso de 
tankirasa 1, la elongación telomérica dependiente de ella no se ha detectado 
en ausencia de actividad telomerasa (Smith et al., 1998; Smith y De Lange, 






et al., 2003; Smogorzewska y De Lange, 2004; Seimiya et al., 2005). Además, 
tankirasa 1 está implicada en la resolución de los complejos de cohesión 
formados entre telómeros hermanos, pues su inhibión, mediante ARN de 
interferencia, bloqueó la replicación celular, no produciéndose segregación 
cromosómica durante la anafase (Dynek y Smith, 2004). Resultados 
semejantes fueron descritos por otro grupo, si bien la inhibición de tankirasa 
1 causó parada en la metafase como consecuencia de la cohesión entre 
cromátidas hermanas, más que entre telómeros hermanos (Chang et al., 
2005). 
 
La proteína ATM está implicada en la  señalización de daño en el ADN y en su 
reparación mediante la recombinación no homóloga, así como en la activación 
de p53, en respuesta al daño genómico. Como se ha descrito anteriormente, 
parece estar implicada en la formación del T-loop, tras su inhibición por TRF2. 
ATM se requiere, inicialmente, activa en los telómeros durante la fase G2, de 
manera que recluta a Mre11 y Nbs1 hacia los extremos cromosómicos. Esto ha 
llevado a sugerir que es necesario el reconocimiento de los telómeros como 
doble hebra dañada, y la activación de los mecanismos de reparación 
pertinentes, para el adecuado procesamiento y plegamiento de los telómeros 
(Verdun et al., 2005;  revisado por Stewart y Weinberg, 2006). 
 
Recientemente ha sido descrito que la fosforilación de TRF1 por ATM, mediada 
por el complejo MRN, provoca la disociación de TRF1 del ADN telomérico y 
facilita la elongación telomérica por parte de la enzima telomerasa (revisado 
por Longhese, 2008). 
 
La proteína ATR también se encuentra unida a los telómeros, pero su 
ausencia no provoca disfunción telomérica (Herbig et al., 2004). Algunos 
estudios sugieren que se requiere en los extremos cromosómicos antes de que 
finalice su replicación, para atraer a componentes de la vía de reparación por 








Recientemente se ha descrito que moléculas implicadas en la estructura 
cromatínica, como HP1 y SUV39/H1/H2, también están implicadas en la 
regulación de la longitud telomérica (revisado por Blasco, 2007). 
 
 
2.2 EL ACORTAMIENTO PROGRESIVO DE LOS 
TELÓMEROS 
 
Las secuencias teloméricas se acortan progresivamente en las células en cada 
ciclo de división, debido a lo que se conoce como el “problema de la replicación 
terminal”: la ADN polimerasa sólo puede replicar el ADN en dirección 5’ → 3’. 
Además, no puede iniciar la síntesis de una cadena de ADN de novo, ya que 
necesita un cebador de ARN de unos 8-12 nucleótidos que proporcione el 
extremo 5’ de la nueva hebra. Durante la síntesis discontinua de la cadena 
retardada, el cebador más distal no puede ser reemplazado, con lo que el 
extremo 5’ de la hebra retardada se acorta progresivamente en cada ciclo 
celular (Watson, 1972; Olovnikov, 1973). Debido a este problema en la 
replicación de los extremos cromosómicos, y a su procesamiento por ciertas 
exonucleasas, los telómeros sufren una pérdida neta de 50-200 pb en cada 
ronda de división celular (Harley et al., 1990; Sedivy, 1997) (Figura 7).  
 
Se ha descrito que, mientras que el extremo 3’ puede terminar en cualquier 
residuo de la secuencia TTAGGG, el extremo 5’ termina en la secuencia  
AATCCCAATC en casi todos los cromosomas humanos, indicando que el 
proceso nucleolítico está altamente regulado (Sfeir et al., 2005). Cuando POT1 
está inhibida, se pierde esta homogeneidad, lo que ha llevado a sugerir que 
esta proteína está, de alguna manera, implicada en el proceso nucleolítico de 
generación del extremo 5’ (Hockemeyer et al., 2005). Tras la acción de 5’ 
exonucleasas sobre el extremo 3’, POT1 se une  a éste evitando que exista un 


































Figura 8.  Generación del extremo 5’ e implicación de POT1 en su procesamiento  





Figura 7. Esquema representativo de la replicación de los extremos cromosómicos y del 
“problema de la replicación terminal” (adaptado de Hug y Lingner, 2006). 
Replicación semiconservativa de ADN
Retirada de los cebadores y 
ligación entre los fragmentos de Okazaki






El acortamiento progresivo de los telómeros se ha propuesto como reloj 
mitótico, regulándose así el número de veces que las células pueden dividirse 
antes de entrar en senescencia o apoptosis, según el tipo celular. Este límite, 
conocido como límite de Hayflick, llevó a la hipótesis de que el acortamiento de 
los telómeros juega un papel muy importante en el envejecimiento y en la 
supresión tumoral (Hayflick, 1976). Realmente, no es el acortamiento 
telomérico per se el que limita la vida de la célula, sino la pérdida de la 
estructura nucleoproteica de los telómeros (Shay y Wright, 2005). 
 
Los telómeros no sólo se acortan como consecuencia de la replicación, sino 
que el estrés oxidativo, la obesidad, el humo del tabaco, la radiación 
ultravioleta, la alquilación y los oncogenes también intervienen en el 
acortamiento telomérico (revisado por Von Zglinicki, 2002; revisado por 
Ayouaz et al., 2008). Han sido también propuestas, como causas de 
acortamiento telomérico, el fallo en el procesamiento del T-loop o su deleción 
por recombinación homóloga (Crabbe et al., 2004; Ding et al., 2004; Wang et 
al., 2004). Estudios llevados a cabo en personas infectadas con el virus VIH 
demostraron que sus linfocitos T CD8+ tenían los telómeros más cortos y 
menor actividad telomerasa que individuos sanos de la misma edad (Dagarag 
et al., 2004; Franzese et al., 2007). Actualmente, factores psicológicos como el 
estrés están siendo estudiados como posibles causas de acortamiento 
telomérico acelerado (Epel et al., 2004; revisado por Gilley et al., 2008). 
 
La entrada en senescencia de una célula está mediada por p53 y 
retinoblastoma, siendo necesario que ambos mecanismos fallen 
simultáneamente para que la célula sea capaz de evadirla (Shay et al., 1991). 
En este caso, el acortamiento telomérico contribuiría a la inestabilidad 
genómica, característica de los tumores humanos (Shay y Wright, 2002). 
Diversos estudios apoyan el hecho de que la senescencia, además de la 
apoptosis, bloquea la formación de tumores (revisado por Stewart y Weinberg, 








Si las células consiguen sobrepasar la senescencia, continúan dividiéndose 
hasta que los telómeros alcanzan una longitud crítica, no pudiendo proteger a 
los extremos cromosómicos de la maquinaria que los detectará como rotura de 
doble hebra. Cuando esto ocurre, las células entran en una nueva fase, 
llamada crisis, que se caracteriza por la existencia de telómeros 
extremadamente cortos, fusiones cromosómicas, problemas de segregación 
cromosómica durante la anafase y, finalmente, muerte celular por apoptosis                
(Wright y Shay, 1992; Shay y Wright, 2005).  
 
Ocasionalmente, un clon de células (1/107) puede sobrepasar la fase de crisis, 
alcanzando la inmortalidad. En estos casos, la longitud de los telómeros se 
mantiene, bien por la enzima telomerasa, o mediante un mecanismo 
alternativo que se definirá más adelante (Wright y Shay, 1992) (Figura 9).  
 
Por tanto, la inmortalidad debe ser entendida como la evasión de la 
senescencia y la pérdida de control del ciclo y los programas de proliferación 
celular, siendo el mantenimiento telomérico esencial para que ésta tenga lugar 
(Saretzki, 2003; Pickett et al., 2004). 
 
Estas observaciones indican que la función telomérica tiene papeles duales: 
induce la senescencia replicativa y promueve la tumorigénesis. Esta función 
dual puede variar entre los distintos tipos celulares dependiendo de la 
expresión de la enzima telomerasa, el nivel de mutaciones inducidas y la 

















2.3 OTRAS FUNCIONES DE LOS TELÓMEROS 
 
Además de proteger los extremos de los cromosomas lineales de ser 
reconocidos como ADN dañado, evitando degradaciones y recombinaciones, 
los telómeros desempeñan otras funciones. Participan en la organización de la 
arquitectura nuclear y desempeñan un papel importante en la segregación 
cromosómica durante la mitosis y meiosis, propiciando el alineamiento 
correcto de los cromosomas. Se ha observado que mutantes de ADN telomérico 
de Tetrahymena tienen graves defectos en la separación de las cromátidas 
hermanas en anafase, lo que se traduce en un bloqueo de la división nuclear y 
celular (Kirk et al., 1997). También participan en el apareamiento de 
Activación de 


















Figura 9. Esquema de las posibles vías que seguirá una célula tras alcanzar sus telómeros 






cromosomas homólogos en la profase meiótica y presentan puntos de anclaje 
con la matriz nuclear (Luderus et al., 1996). 
 
Como se ha mencionado anteriormente, los telómeros de mamíferos son 
capaces de silenciar genes localizados en las zonas adyacentes (TPE), estando 
este fenómeno determinado por la longitud de los telómeros y la 
hipoacetilación de histonas. De hecho, TPE aumenta con la elongación 
telomérica, mientras que la hiperacetilación de histonas, en concreto H3 y H4, 
se relaciona con la pérdida de silenciamiento transcripcional (Hecht et al., 
1995; Baur et al., 2001; Koering et al., 2002). Este efecto se cree que es debido 
al estado más compacto de la heterocromatina telomérica, capaz de afectar a 
las zonas adyacentes a ella (revisado por Blasco, 2005). El silenciamiento de 
genes es un proceso reversible en el que está implicado, probablemente, el 
complejo shelterin, así como en el estatus epigenético, debido a su capacidad 
para regular la longitud de los telómeros. Si bien los efectos biológicos de TPE 
se desconocen, es posible que este fenómeno permita programar ciertos 
cambios a medida que las células se dividen y acortan sus telómeros, 
conduciendo a unos patrones de expresión génica que podrían afectar a la 








3.1 ESTRUCTURA Y REGULACIÓN DE LA TELOMERASA 
 
La enzima telomerasa es una transcriptasa reversa que utiliza su componente 
ARN como molde para elongar las extensiones 3’ de cadena sencilla de los 
extremos cromosómicos, mediante la síntesis de novo de ADN telomérico. La 
telomerasa humana está formada por un complejo mínimo compuesto por un 
componente ARN o hTR (human Telomerase RNA), que contiene la secuencia 
molde para la síntesis de nuevas repeticiones teloméricas, y una subunidad 
catalítica con actividad transcriptasa inversa o hTERT (human Telomerase 
Reverse Transcriptase) (revisado por Stewart y Weinberg, 2006). La región 
molde para la transcripción inversa, complementaria al ADN telomérico 
humano, está próxima al extremo 5’ y comprende 11 nucleótidos de secuencia 
5’-CUAACCCUAAC–3’. Mutaciones en esta región alteran la secuencia de las 
repeticiones teloméricas añadidas por la enzima (Feng et al., 1995). Existe un 
tercer componente, DKC1 (Dyskerin 1), implicado en la estabilidad y 
plegamiento de hTR, y en su localización nucleolar (Mitchell et al., 1999; 
Narayanan et al., 1999; Lukowiak et al., 2001).  
 
Mutaciones en el gen hTR o DKC1 producen el síndrome denominado 
dyskeratosis congenita, causado por la pérdida de estabilidad de la enzima y el 
acortamiento de los telómeros (Mitchell et al., 1999; Vulliamy et al., 2001; 
Vulliamy et al., 2004; revisado por Blasco, 2005). Existen, al menos, dos 
enfermedades más que se relacionan con el acortamiento telomérico 
dependiente de mutaciones en genes que codifican para proteínas que forman 
parte de la enzima telomerasa: anemia aplásica y fibrosis pulmonar idiopática 
(Yamaguchi et al., 2005; Armanios et al., 2007; Drummond et al., 2007; 
Tsakiri et al., 2007). 
 
Se han descrito otras proteínas asociadas a telomerasa: Tep1, p23, Hsp90, 
NOLA 1/2/3 (Nucleolar protein family A) y hnRNP A1/C/D 






genéticos han demostrado que no son indispensables para la actividad de la 
enzima (Weinrich et al., 1997; Harrington et al., 1997; Holt et al., 1999; Liu et 




Inicialmente se pensó que la enzima telomerasa tenía una localización 
exclusivamente nuclear. Sin embargo, estudios de diversos grupos han 
demostrado que la actividad telomerasa está fuertemente regulada y que esta 
regulación incluye translocaciones a otros compartimentos celulares. La 
mayor parte del tiempo se encuentra en el nucleolo, colocalizándose con los 
telómeros sólo en el momento de la replicación. También puede situarse en el 
citoplasma y en la mitocondria. Es más, se ha descrito en el extremo             
N-terminal de hTERT una secuencia específica para ser exportada del núcleo a 
la mitocondria (Maser y DePinho, 2002a; Santos et al., 2004; revisado por 
Passos et al., 2007; revisado por Bollman, 2008). 
 
Figura 10. Representación esquemática de la enzima telomerasa humana. En verde, la 
subunidad catalítica, hTERT; en rojo, la subunidad reguladora hTR; en azul, DKC1; en 
morado, las proteínas Tep1, p23 y Hsp90; en amarillo, otras proteínas de unión a hTR 







Asimismo, también se pensaba que hTERT se expresaba sólo en las células 
tumorales, células con alta tasa proliferativa y células germinales. Sin 
embargo, se han detectado niveles de la subunidad catalítica de telomerasa en 
una gran variedad de células epiteliales e, incluso, en fibroblastos, 
concluyéndose que hTERT se expresa específicamente durante la fase S del 
ciclo celular, si bien los niveles de expresión son muy bajos, lo que explica el 
hecho de que no se detecte actividad telomerasa mediante los ensayos 
convencionales. Debido a esta baja tasa de expresión, la telomerasa no es 
capaz de elongar los telómeros en las células somáticas normales (Nagao et al., 
2005; revisado por Bollman, 2008). 
 
Se han realizado diversos estudios encaminados a determinar cuáles son los 
mecanismos reguladores de la actividad telomerasa y de la expresión hTERT. 
Un estudio realizado en tumores primarios y líneas celulares humanas 
derivadas de tumores, detectó amplificaciones de hTERT en ambos casos 
(Zhang et al., 2000). Se postuló que la desmetilación del promotor podría 
regular positivamente la transcripción de hTERT. La comparación del estatus 
de metilación del promotor de dicho gen entre líneas celulares con y sin 
actividad telomerasa, demostró que este mecanismo epigenético no controlaba 
la expresión de la subunidad catalítica de telomerasa, si bien sí debe 
considerarse la acetilación y metilación de histonas de los promotores de 
hTERT y hTR (Devereux et al., 1999; Dessain et al., 2000; revisado por 
Horikawa y Barrett, 2003; revisado por Liu L et al., 2004; revisado por Blasco, 
2007). Otro hecho a tener en cuenta es la proximidad de hTERT al telómero del 
brazo corto del cromosoma 5, lo que implica que su expresión podría estar 
regulada por la estructura heterocromatínica de los telómeros, el fenómeno 
TPE descrito anteriormente (Baur et al., 2001; revisado por Horikawa y 
Barrett, 2003).  
 
Varias moléculas parecen estar implicadas en la regulación de hTERT, 
mediando tanto su activación como su represión. Algunas de estas moléculas 
son: E2F1, c-myc, Mad1, p53, moléculas de unión a la caja MT, HDAC, p16, 






al., 2002; revisado por  Horikawa y Barrett, 2003; Lin y Elledge, 2003; 
revisado por Liu L et al., 2004; Hashimoto et al., 2008).   
 
Ha sido descrita la existencia de 4 splicings alternativos en hTERT que regulan 
la actividad telomerasa. La proteína completa (full lenght) se une a hTR y es 
catalíticamente activa. El resto de los tránscritos carecen del dominio RT, lo 
que implica que la proteína resultante no va a tener actividad 
retrotranscriptasa. Se ha propuesto este mecanismo como regulador de la 
actividad telomerasa, tanto durante el desarrollo como durante el proceso 
oncogénico (Ulaner et al., 1998; Holt et al., 1999; Colgin et al., 2000; Ulaner et 
al., 2000;  Villa et al., 2001).  
 
 
3.2 FUNCIÓN DE LA TELOMERASA CON RELACIÓN A LOS 
TELÓMEROS 
 
Tal y como se ha descrito en el apartado “2.2 El acortamiento progresivo de los 
telómeros”, la longitud de las secuencias teloméricas actúa como mecanismo 
regulador de la vida de las células, de manera que cuando alcanzan una 
longitud crítica, la célula entra en senescencia replicativa. Estudios llevados a 
cabo en fibroblastos, células endoteliales y células epiteliales en fase de            
pre-crisis en las que se introdujo hTERT, demostraron que la enzima 
telomerasa no sólo elongaba los telómeros, sino que confería a estas células 
inmortalidad, si bien, por sí misma, no causaba transformación celular 
(revisado por Stewart y Weinberg, 2006; Chapman et al., 2008). La telomerasa 
evita que los telómeros alcancen longitudes críticas, protegiéndoles y 
manteniendo la viabilidad celular (revisado por Blasco, 2005). Diversos grupos 
han constatado que las células tumorales que sobre-expresan telomerasa 
tienen telómeros más cortos que las células no tumorales, es decir, la enzima 
telomerasa mantiene la longitud de las secuencias teloméricas, no alarga los 
telómeros. Es más, estudios llevados a cabo en la levadura S. cereisiae han 
demostrado que el número de repeticiones teloméricas añadidas a los 
extremos cromosómicos por telomerasa es independiente de la longitud de los 






A diferencia de otras transcriptasas reversas, la telomerasa no es capaz de 
copiar largos fragmentos de ARN, sino que sólo emplea como molde la 
pequeña región de su componente ARN con lo que la enzima se transloca 
repetidamente hacia el extremo terminal del telómero para verificar la síntesis 
de las repeticiones teloméricas (Lingner et al., 1997). Tras la actuación de la 
telomerasa, la síntesis de la cadena complementaria, rica en citosina, puede 





Las proteínas del complejo shelterin regulan la elongación de los telómeros por 
la enzima telomerasa. Cuanto mayor es la longitud telomérica, mayor número 
de proteínas están unidas a ellos y menor es la probabilidad de que la enzima 
acceda a los telómeros. A mayor longitud telomérica, mayor cantidad de POT1 
en la hebra sencilla rica en guanina, lo que ayuda a bloquear el acceso de 
telomerasa a los extremos cromosómicos (revisado por De Lange, 2005) 
(Figura 12). 










































Además, como ya se ha mencionado, la elongación de los telómeros por parte 
de la enzima telomerasa es dependiente de la concentración de ésta, tendiendo 
a añadir secuencias teloméricas a los telómeros más cortos, pues permanecen 
durante más tiempo en un estado extendido, lo que facilita el acceso de la 
enzima al extremo cromosómico durante la fase S (Cristofari y Lingner, 2006; 
revisado por Hug y Lingner, 2006). También, el estatus epigenético de los 
telómeros y regiones subteloméricas podría explicar el hecho de que la 
telomerasa elongue, principalmente, los telómeros más cortos, ya que la 
enzima podría reconocer marcadores cromatínicos específicos, así como tener 
un acceso más fácil a las secuencias teloméricas por encontrarse la cromatina 
en un estatus más laxo (Wang et al., 2004;  revisado por Blasco, 2005 y 2007; 
Blanco et al., 2007). 
 
Mediante estudios de hibridación in situ en células tumorales, se ha detectado  
hTR en los cuerpos de Cajal, estructuras dinámicas nucleares implicadas en 
la biogénesis de pequeñas RNPs, a lo largo de la mayor parte del ciclo celular. 
hTERT se encuentra, por el contrario, en foci de composición desconocida en 
el nucleoplasma (Tomlinson et al., 2006). Al inicio de la fase S, los cuerpos de 
Cajal que contienen hTR, se localizan en la periferia del núcleo, mientras que 
hTERT lo hace en el nucleolo. Durante la fase S, ambas subunidades de la 
telomerasa se aproximan, formando foci adyacentes a los cuerpos de Cajal. 
Estas tres estructuras se han encontrado asociadas a los telómeros durante la 
Figura 12. Modelo que representa la regulación de la longitud telomérica por el complejo 
shelterin (revisado por De Lange, 2005). 
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fase S, durando esta asociación 30 minutos, pues si bien no se requiere que 
hTR colocalice con los cuerpos de Cajal para su ensamblaje con hTERT, sí es 
necesario para que la telomerasa actúe sobre los telómeros (Jady et al., 2006; 
Cristofari et al., 2007). Los experimentos sugieren que la enzima telomerasa se 
ensambla de manera dependiente del ciclo celular, siendo también 
dependiente del ciclo su unión a los telómeros (revisado por Hug y Lingner, 





Estudios llevados a cabo en células sanas revelaron que hTR no se acumulaba 
en los cuerpos de Cajal, ni en los telómeros, sino que se encontraba repartida 
de manera difusa en el nucleoplasma (Zhu et al., 2004). Se requiere la 
presencia de hTERT para que hTR colocalice con los cuerpos de Cajal y con los 
telómeros durante la fase S (Tomlinson et al., 2008). 
 
 
3.3 OTRAS FUNCIONES DE LA TELOMERASA 
 
La enzima telomerasa tiene otras funciones en la célula, aparte de la 
consabida sobre las secuencias teloméricas. Éstas pueden ser dependientes o 
independientes de la actividad catalítica (Tabla 3). 
 
 
Figura 13. Modelo esquemático de la localización de la enzima telomerasa en los cuerpos 




























Modulación de la función mitocondrial bajo 
condiciones de estrés oxidativo 
Dependiente 
 








Supresión de los puntos de control de daño en 
el ADN 
 
Función extra-telomérica de hTR 
 
Tabla 3. Funciones de la enzima telomerasa y su posible dependencia de la actividad 
catalítica de la enzima (revisado por Bollman, 2008). 
 
 
La implicación de la enzima telomerasa en la reparación del ADN está mediada 
por hTERT. Fibroblastos en los que se suprimió la actividad enzimática 
mostraron alteraciones en la reparación del ADN. Asimismo, mutaciones en 
hTERT que evitaban la elongación de los telómeros por parte de la telomerasa, 
pero no la actividad catalítica, mantenían la capacidad de reparación, 
mientras que la expresión de una forma mutante de hTERT catalíticamente 
inactiva, también daba lugar a alteraciones en la reparación del ADN en los 
fibroblastos transfectados. La regulación de la maquinaria implicada en la 
reparación del ADN por la enzima telomerasa es debida a los efectos de hTERT 
sobre la cromatina, pues es capaz de alterar su configuración, de manera que 
adquiera un estado que inhiba la activación de los mecanismos de reparación 






hTERT induce la expresión de proteínas relacionadas con el crecimiento 
celular, como EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), e interfiere con la vía 
de señalización de TGF-β, pues afecta a la expresión de genes de esta vía, en 
fibroblastos de ratones (Smith et al., 2003; Geserick et al., 2006). 
Recientemente, estudios llevados a cabo en fibroblastos de ratón, con y sin 
actividad telomerasa, han demostrado que la falta de actividad telomerasa se 
relaciona con una disminución en los niveles de catalasa, tanto de ARN 
mensajero, como de proteína y actividad enzimática, lo que a su vez conlleva 
un aumento de expresión de TGF-β, probablemente como consecuencia de la 
mayor cantidad de peróxido de hidrógeno en los fibroblastos carentes de 
actividad telomerasa (Pérez-Rivero et al., 2008). El análisis de la expresión 
génica de 3 líneas celulares tumorales (HCT116, LOX y HeLa) en las que se 
silenció a hTR e inhibió la actividad telomerasa, reveló una disminución en la 
proliferación, independiente de la longitud telomérica. Asimismo, se detectaron 
disminuciones en los niveles de expresión génica de moléculas implicadas en 
el crecimiento tumoral, angiogénesis, metástasis y progresión del ciclo celular. 
Los autores de este trabajo consideran que la influencia de telomerasa en la 
expresión génica es independiente de su actividad catalítica (Li et al., 2005). 
 
La implicación de la enzima telomerasa en la función mitocondrial no está 
claramente establecida. La telomerasa es expulsada del núcleo bajo 
condiciones de estrés oxidativo (Haendeler et al., 2003). Santos et al. (2006) 
observaron un aumento del daño oxidativo en el ADN mitocondrial mediado 
por telomerasa. Afirmaron que este hecho podría ayudar a las células madre a 
morir por apoptosis cuando tienen un elevado estrés oxidativo, asegurándose, 
de esta manera, la calidad de las células madre. Por otro lado, estudios 
llevados a cabo en el laboratorio del Dr. Von Zglinicki (2008) mostraron 
resultados contrarios: fibroblastos que expresaban telomerasa tenían menor 
daño en el ADN mitocondrial,  menor producción de superóxidos, aumento del 
potencial de membrana mitocondrial y menores niveles de peróxidos en 
respuesta al estrés oxidativo, tanto agudo como crónico. Según estos 
resultados, la enzima telomerasa estaría protegiendo a la mitocondria. 
Además, observaron que, en estas condiciones, el 80-90% de la enzima se 






del núcleo de elongar los telómeros. La restauración de las condiciones 
normales de cultivo devolvía a la enzima telomerasa al núcleo y ésta era capaz 
de actuar sobre las secuencias teloméricas.  
 
La implicación de telomerasa en la protección frente al estrés oxidativo ha sido 
estudiada recientemente en fibroblastos embrionarios y en células renales de 
ratón. Los ratones Terc-/- (componente ARN de la enzima telomerasa) 
mostraron un mayor estrés oxidativo que los controles, en los que sí había 
actividad telomerasa. Este aumento estaba causado por una disminución en 
los niveles de catalasa, como se ha descrito anteriormente (Pérez-Rivero et al., 
2008). 
 
El hecho de que la telomerasa protegiera a las células neuronales del péptido β 
amieloide en la enfermedad de Alzheimer, modulando el umbral de apoptosis, 
llevó a postular que esta enzima estaba también implicada en la inhibición de 
la apoptosis (Zhu H et al., 2000; Folini et al., 2007). Esto podría, además, 
explicar el hecho de por qué la telomerasa confiere ventajas proliferativas, 
fundamentalmente en condiciones de estrés, cuando la célula debería morir 
por apoptosis. Esta función de hTERT, que supone una ventaja para las 
células madre, tiene consecuencias nefastas en las células tumorales (revisado 
por Bollamn, 2008).  
 
La inhibición de la apoptosis por hTERT es mediante el bloqueo de las dos 
rutas apoptóticas descritas: la mitocondrial y la mediada por receptores. El 
efecto anti-apoptótico ha sido detectado en células transfectadas con formas 
de hTERT inactivas, por tanto, es independiente  de la actividad telomerasa y 
del acortamiento telomérico. De hecho, células de cáncer de mama que 
mostraban bajos niveles de hTERT reflejaban una mayor sensibilidad al estrés 
inducido por tratamiento con G418 durante 24-72 horas. Por el contrario, la 
sobre-expresión de hTERT en dichas células causó un aumento de la 
supervivencia, tras el tratamiento antibiótico (Saretzki et al. 2001; Dudognon 
et al., 2002; Cao et al., 2002; Rahman et al., 2005; Xi et al., 2006; Del Bufalo 
et al., 2007). PARP1 coinmunoprecipita con hTERT y, debido al papel de 






sugirió que, en respuesta al daño en el ADN, PARP1 poli ADP-ribosila la señal 
de exportación nuclear de hTERT, evitando que ésta salga del núcleo y 
promoviendo su participación en el mantenimiento de la integridad genómica 
(Cao et al., 2002). 
 
La actividad telomerasa es crucial para la función y el potencial replicativo de 
las células madre, pues su deficiencia en ratones con telómeros muy cortos da 
lugar a alteraciones en la regeneración tisular y supervivencia. La 
reconstitución de la enzima confirió a los ratones objeto de estudio una vida 
media y fenotipo de envejecimiento semejantes al control, no aumentando la 
tumorigénesis (Siegl-Cachedenier et al., 2007). Sin embargo, no está claro si la 
enzima es capaz de elongar los telómeros en las células madre. De hecho, la 
sobre-expresión de hTERT en células madre hematopoyéticas no evita el 
acortamiento telomérico (Zimmermann et al., 2004; Wang JC et al., 2005).  
 
En células progenitoras de la epidermis de ratón, hTERT activa la 
transcripción de genes implicados en el desarrollo y morfogénesis, 
transducción de señales y señalización célula-célula o                    
citoesqueleto-membrana, de manera independiente de la actividad telomerasa. 
De esta forma, hTERT coordina la expresión de los genes implicados en el 
crecimiento del pelo del ratón. El estudio de estos genes reveló que el control 
de hTERT es muy semejante al realizado por myc y Wnt, moléculas implicadas 
en el desarrollo y la regulación de las células madre, así como en el cáncer 
(Choi et al., 2008). Ratones TERT-/- no muestran anormalidades epidérmicas 
en la primera generación, lo que significa que las vías myc y Wnt pueden estar 
minimizando la pérdida de TERT (Yuan et al., 1999; Liu et al., 2000b; 
Rajaraman et al., 2007; Choi et al., 2008). 
 
hTR también tiene una función extra-telomérica: modula la respuesta a daño 
en el ADN a través de ATR, pues inhibe su actividad in vitro e in vivo, y 
aumenta la viabilidad celular tras la irradiación con UV, alterando el 








Como conclusión, podríamos decir que la enzima telomerasa inhibe la 







4. MECANISMO ALTERNATIVO DE ELONGACIÓN 
TELOMÉRICA  
 
Algunas células tumorales, alrededor de un 7-10%, son capaces de mantener 
o elongar sus telómeros mediante un mecanismo independiente de la 
telomerasa, conocido como ALT (Alternative Lengthening of Telomeres). En 
levaduras y mamíferos se ha determinado que la recombinación homóloga es 
la responsable de este fenómeno. La recombinación entre los telómeros puede 
producirse entre cromátidas hermanas, cromátidas de cromosomas diferentes,  
o bien, con el ADN telomérico extra-cromosómico. La enzima telomerasa es 
capaz de inhibir la recombinación telomérica entre cromátidas hermanas, lo 
que ha llevado a postular que ésta podría ser una de las causas por las que las 
células telomerasa positivas carecen de este mecanismo. Sin embargo, 
mediante la técnica CO-FISH, no ha sido posible determinar cómo se produce, 
realmente, la recombinación (Bechter et al., 2004; revisado por Blasco, 2005; 
revisado por Muntoni y Reddel, 2005).  
 
Es característico de las células que desarrollan este mecanismo la presencia 
de APBs (ALT-associated PML Bodies), estructuras subnucleares en las que la 
proteína PML (Promyelocytic Leukemia) colocaliza con Sp100, ADN              
extra-cromosómico (lineal o circular), proteínas de unión a telómeros y 
proteínas implicadas en la síntesis y recombinación del ADN: TRF1, TRF2, 
RAD50, RAD51, RAD52, BLM, WRM, RPA y el complejo MRN. Su aparición 
tiene lugar tras la activación de ALT y desaparecen cuando éste es reprimido 
en células somáticas híbridas (Yeager et al., 1999; Perrem et al., 1999; Wu et 
al., 2000; Henson et al., 2002; revisado por Nittis et al., 2008). Se ha 
determinado que las proteínas PML, TRF1, TRF2, TIN2, Rap1, Mre11, Nbs1, 
RAD50 y las proteínas del complejo SMC5/6, son imprescindibles para la 
formación de APBs y, por tanto, son requeridas para ALT. Sin embargo, Reddel 
et al., manifestaron que APBs no parecía ser esencial para el desarrollo de 
ALT, si bien la inhibición de este mecanismo disminuía el número de células 
positivas para APBs (Wu et al., 2000; Fasching et al., 2005; Jiang et al., 2005 






reservorios de proteínas y de ADN telomérico y que participan en la 
recombinación entre extremos cromosómicos (Yeager et al., 1999). 
 
Otra característica del mecanismo ALT es la presencia de telómeros de 
longitudes muy heterogéneas, bien extremadamente cortos o extremadamente 
largos. Se ha propuesto que la desigualdad en la recombinación entre 
cromátidas hermanas puede ser la responsable de este suceso: si el proceso 
no es simétrico, la recombinación dará lugar a ganancias de secuencias 
teloméricas de una cromátida, con la consiguiente pérdida de la otra              
(Figura 14). De este modo, la célula hija que resulte tener los telómeros más 
cortos, entrará en senescencia rápidamente, mientras que aquella con mayor 
número de secuencias teloméricas tendrá un potencial replicativo mayor que 
la célula progenitora. Para que este mecanismo sea efectivo, se ha sugerido 
que la segregación cromosómica durante la mitosis sea desigual, es decir, que 
la misma célula hija reciba los cromosomas con los telómeros más largos. Si 
este mecanismo se repite cuando los telómeros alcanzan una longitud crítica, 
la población de células alcanzará la inmortalidad (revisado por Muntoni y 
Reddel, 2005; revisado por Nittis et al., 2008). 
 
Figura 14. Representación gráfica del mecanismo de recombinación desigual entre 






Tres estudios diferentes han localizado dos líneas celulares capaces de 
mantener la longitud de sus telómeros mediante ALT, si bien carecían de las 
características propias de éste (Cerone et al., 2005; Fashing et al. 2005; 
Marciniak et al., 2005). Estas observaciones han llevado a especular que, 
quizás, ALT comprenda más de un mecanismo molecular (revisado por Nittis 
et al., 2008). 
 
Los detalles moleculares sobre este mecanismo de elongación telomérica no 
están bien definidos. Ha sido descrita la existencia de inestabilidad y 
mutaciones en el minisatélite MS32 en varias líneas celulares ALT, así como 
en sarcomas de tejidos blandos con mecanismo ALT, no encontrándose esta 
alteración en líneas celulares con actividad telomerasa ni en cultivos mortales 
(Jeyapalan et al., 2005). 
 
Estudios llevados a cabo en líneas celulares con actividad telomerasa y líneas 
celulares con alargamiento alternativo de las secuencias teloméricas, revelaron 
que estas últimas poseían diferencias epigenéticas con respecto a las 
primeras. Así, las histonas H3 y H4 de los promotores de hTR y hTERT se 
encontraban hipoacetiladas y H3 metilada en el residuo de lisina 9 en las 
células ALT. Estos descubrimientos llevaron a sugerir que la cromatina es 
capaz de regular la expresión de la enzima telomerasa, no sólo en las células 
ALT, sino también en las células no tumorales (Atkinson et al., 2005; revisado 
por Blasco, 2007). Asimismo, el estatus de metilación de las regiones 
subteloméricas podría controlar, de alguna manera, el mecanismo alternativo 
de elongación telomérica (Gonzalo et al., 2006; Benetti et al., 2007; revisado 
por Nittis et al., 2008). 
 
También se ha considerado que ALT puede ser la consecuencia de la pérdida 
de función de p53, pues ésta inhibe la recombinación homóloga, 
probablemente, por inhibición de la actividad de RAD51 (Mekeel et al., 1997; 
Linke et al., 2003). Esta afirmación está basada en el hecho de que líneas 
celulares provenientes de pacientes con el síndrome Li-Fraumeni, que se 
caracteriza por la presencia de mutaciones hereditarias en p53, y líneas 






el mecanismo alternativo de elongación telomérica. Además, la inadecuada 
protección de los extremos cromosómicos por proteínas teloméricas, en 
concreto TRF2 y POT1, favorece las recombinaciones entre telómeros cuando 
éstos alcanzan una longitud crítica, fenómeno que necesita de la inactivación 
de p53 para prosperar (revisado por Cesare y Reddel, 2008). Es más, en un 
estudio realizado en tumores humanos, se determinó que el 78% (14/18) de 
los que mostraron ALT carecían de p53, mientras que en el mismo porcentaje 
de tumores telomerasa positivos (79%) p53 estaba activa (Chen et al., 2006). 
 
Otra posible explicación para ALT podría ser la alteración de los mecanismos 
de reparación del ADN basados en la corrección de los errores de 
apareamiento de bases, pues no podemos olvidar que el ADN telomérico está 
constituido por unas secuencias repetitivas de 6 pares de bases. Sin embargo, 
no se ha encontrado correlación alguna entre defectos en este mecanismo y el 
desarrollo de ALT (Ibanez de Caceres et al., 2004).   
 
Estudios y observaciones clínicas determinaron que los tumores ALT suelen 
tener un origen neuroepitelial (astrocitomas) o mesenquimático, lo que incluye 
osteosarcomas y sarcomas de tejidos blandos. Se ha postulado que, 
posiblemente, las células epiteliales tienen más dificultad para reprimir la 
actividad telomerasa y, por tanto, tienden a desarrollar tumores telomerasa 
positivos (Henson et al., 2005; revisado por Muntoni y Reddel, 2005; revisado 
por Nittis et al., 2008). 
 
El pronóstico entre los pacientes que desarrollan cánceres con mecanismo ALT 
varía en función del tipo tumoral ya que, probablemente, cada tipo tumoral 
activa este mecanismo mediante una vía genética diferente y, puede que sea la 
activación de una u otra vía, lo que determine el pronóstico del paciente, más 
que la activación de ALT per se. Lo que sí se ha observado es que los tumores 
ALT tienen menos capacidad para metastatizar que los tumores con actividad 
telomerasa, aunque esto no parece conferir mayor supervivencia (Henson et 








5. TELÓMEROS, TELOMERASA Y CÁNCER 
 
El cáncer se caracteriza por poder desarrollarse, prácticamente, en todos los 
tejidos, mostrar una gran heterogeneidad y diferente pronóstico. A pesar de 
este comportamiento, a priori tan dispar, todos los tumores comparten una 
serie de características que definen su estado de malignidad                 
(Hanahan y Weinberg, 2000). Durante la progresión del cáncer, las células 
tumorales sufren una serie de cambios genéticos y epigenéticos que les 
permiten escapar del control homeostático de los tejidos.  
 
Los análisis citogenéticos llevados a cabo por McClintock constituyeron la 
primera evidencia de que el mantenimiento de los telómeros es fundamental 
para la integridad y estabilidad genómica. Los telómeros disfuncionales son 
altamente recombinantes, propiciando fusiones cromosómicas que pueden dar 
lugar a cromosomas dicéntricos. Durante la anafase, los cromosomas 
dicéntricos pueden localizarse en extremos opuestos de la célula, formando 
anaphase bridges (puentes de anafase). La célula hija, entonces, contendría 
cromosomas rotos, y se producirían ciclos de rotura-fusión-puente (BFB, 
Breakage-Fusion-Bridge). Ya que las roturas cromosómicas pueden ocurrir en 
cualquier punto, esta inestabilidad genómica ocasionaría pérdidas de 
heterozigosidad en una de las células hijas, mientras que la otra tendría 
ganancia genética. Estos procesos generan variantes cromosómicas en cada 
ciclo celular y, algunas de éstas, pueden dar lugar a la adquisición de 
fenotipos que contribuyan a que la célula tenga un potencial replicativo 
ilimitado, Los ciclos BFB terminan cuando los cromosomas adquieren 
telómeros y se vuelven, de nuevo, estables. Por tanto, la pérdida de un único 
telómero puede generar una amplia variedad de cambios cromosómicos en 
una población de células (revisado por Bailey y Murnane, 2006, revisado por 
Ayouaz et al., 2008; revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008). A partir de 
estos resultados, se estableció que la pérdida de la función telomérica y la 
consiguiente inestabilidad genómica son de vital importancia en la 
tumorigénesis y en la progresión tumoral (Harley et al., 1994; Hahn et al., 






De hecho, se considera que los telómeros cortos constituyen un riesgo 
significativo para desarrollar cáncer (revisado por Harley, 2008).  
 
Para que el acortamiento de los telómeros no favorezca el desarrollo 
tumorigénico, es necesario que la vía de p53 no esté alterada. Ensayos 
llevados a cabo en cultivos celulares, demostraron que células carentes de p53 
y con telómeros cortos eran más susceptibles a ser transformadas por myc y 
ras (revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008). Por otro lado, ratones con 
telómeros disfuncionales mTerc -/- p53 +/-  mostraron un aumento en la tasa 
de carcinomas, lo que llevó a sugerir que la disfunción telomérica, junto con la 
deficiencia en p53, están implicados en el desarrollo de tumores de origen 
epitelial (Artandi et al., 2000). Recientemente, se ha planteado como hipótesis 
que la senescencia mediada por p53 e inducida por telómeros disfuncionales 
es capaz de inhibir el desarrollo de tumores mesenquimales y linfoides, pero 
incapaz de evitar la progresión tumoral en compartimentos epiteliales 
(revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008). 
 
Por tanto, aunque el acortamiento de los telómeros limita la capacidad 
replicativa de las células humanas y suprime la transformación celular, 
también conduce a la inestabilidad cromosómica. Para que esta inestabilidad 
no induzca la aparición de tumores es necesario que las vías de senescencia y 
apoptosis funcionen adecuadamente. La inactivación de una de las vías puede 
ser contrarrestada por la otra. Lo que se desconoce es si existe especificidad 
de tejido en cuanto a la activación de mecanismos de senescencia o apoptosis 
como supresores tumorales (revisado por Cosme-Blanco y Chang, 2008). 
 
La enzima telomerasa es capaz de mantener la estabilidad genómica, pues 
evita la disfunción telomérica y el inicio de los ciclos BFB (revisado por   
Cosme-Blanco y Chang, 2008). Esta estabilización de los telómeros permite, de 
igual manera, la inmortalización y facilita la progresión tumoral (Masutomi y 
Hahn, 2003). Sin embargo, se han descrito tumores que no desarrollan ningún 
mecanismo para mantener la longitud de las secuencias teloméricas (Gupta et 
al., 1996; Ulaner et al., 2003; Ulaner et al., 2004; Johnson et al., 2005). Se 






alguna manera, crecen desmesuradamente antes de entrar en crisis. Estos 
tumores presentan un pronóstico más favorable (Ulaner et al., 2003; revisado 
por Bollman, 2007). 
 
Mediante el ensayo TRAP (Telomere Repeat Amplification Protocol) se ha 
detectado actividad telomerasa en, aproximadamente, el 90% de las líneas 
celulares tumorales y tejidos tumorales, mientras que ésta no se detecta en la 
mayoría de las células humanas normales, con excepción de aquellas células 
cuya tasa de recambio es elevada, como los linfocitos, keratinocitos basales, 
células de la cripta intestinal y las células madre de sangre periférica que 
expresan CD-34 (revisado por Hahn, 2003; revisado por Harley, 2008). En 
tumores pulmonares se ha detectado actividad telomerasa hasta en un 85% de 
los casos (Lantuejoul et al., 2005). Estos estudios han permitido confirmar que 
la actividad telomerasa se correlaciona con la tumorigénesis en diferentes 
tejidos humanos (Hiyama e Hiyama, 2002). Por tanto, la represión de la 
enzima telomerasa y su regulación actúan como un mecanismo supresor de 
tumores en las células humanas (revisado por Harley, 2008). Es más, parece 
probable que la expresión de hTERT se active en células tumorales como 
consecuencia de la pérdida de los mecanismos supresores que la regulan. Se 
ha postulado que la transcripción de hTERT está controlada por un represor, 
no presente en las células tumorales, pudiendo ser una molécula de unión 
directa al ADN, o bien, una proteína represora que se une a factores de 
transcripción del promotor de hTERT  (revisado por Ducrest et al., 2002; Lin y 
Elledge, 2003). 
 
Además, como se ha descrito en el apartado “3.3 Otras funciones de la enzima 
telomerasa”, esta proteína es capaz de inhibir la apoptosis y aumentar la 
viabilidad y crecimiento celular, de manera independiente de los telómeros. 
 
Lo expuesto anteriormente justifica que diversos autores hayan considerado  
que la combinación de telómeros cortos y la falta de expresión de hTERT 







Las células tumorales muestran telómeros más cortos que las células 
adyacentes no tumorales. Esto ha llevado a pensar que la actividad elevada de 
telomerasa es un evento tardío en el proceso de malignización, de manera que, 
una vez activada, es capaz de estabilizar a los telómeros más cortos, pero no 
de igualarlos a los de las células cercanas sanas (revisado por Maser y De 
Pinho, 2002b).  
 
Alteraciones en la metilación del ADN y la modificación de histonas son dos 
hechos comunes en el cáncer (Jones et al., 2002; Fraga et al., 2005). Debido a 
que la estructura de la cromatina afecta a la regulación de los telómeros de 
mamíferos, estos cambios epigenéticos podrían establecer un nexo de unión 






6. MECANISMOS DE REPARACIÓN DEL ADN  
 
6.1 MECANISMOS DE REPARACIÓN DEL ADN Y CÁNCER 
 
El genoma de todos los organismos vivos está constantemente sujeto a 
condiciones que le causan daño. Este daño puede ser espontáneo, como 
consecuencia de procesos metabólicos fisiológicos, o bien causado por agentes 
exógenos. La maquinaria celular que responde a los daños en el ADN está 
constituida por una red dinámica de proteínas y complejos proteicos capaces 
de detectar lesiones en el ADN, y de señalizar su presencia para activar 
distintas rutas que retrasen la progresión del ciclo celular, reparen estas 
lesiones o eliminen las células con inestabilidad genética mediante la 
inducción de apoptosis. Está ampliamente documentada la implicación de los 
factores de reparación en el desarrollo embrionario, en la homeostasis tisular 
de individuos adultos y en diferentes patologías, como el cáncer. El papel que 
juegan los mecanismos de reparación del ADN en esta enfermedad es amplio: 
por un lado, el cáncer es la consecuencia del daño genómico en las células; 
por otro, muchas de las proteínas de reparación son supresoras tumorales. 
Además, no hay que olvidar que las terapias antitumorales persiguen la 
muerte celular por el daño que ocasionan en el ADN. De hecho, se ha 
sugerido, como tratamiento adyuvante, la manipulación selectiva de genes o 
proteínas implicados en la reparación del ADN para mejorar el efecto de la 
actual terapia antitumoral (revisado por Bartek et al., 2007; revisado por 
Lieberman, 2008). Numerosos estudios evidencian que la predisposición a 
desarrollar cáncer hereditario está mediada por mutaciones en genes 
implicados en la reparación del ADN de células germinales (revisado por              
Paz-Elizur et al., 2008). 
 
Podríamos definir el cáncer como una enfermedad multigénica (revisado por 
Hoeijmakers, 2001). La variabilidad interindividual en humanos en respuesta 
a los carcinógenos ha sido descrita repetidamente. No solamente hay que 
considerar los polimorfismos hereditarios en genes implicados en el 






ADN. Cada individuo difiere ampliamente en su capacidad para subsanar el 
daño genómico. De hecho, al menos el 10% de la población presenta una 
capacidad de reparación del ADN in vitro en linfocitos, tras la exposición a 
agentes genotóxicos, de, aproximadamente, el 60-75%, con respecto a la 
media poblacional, relacionándose esta disminución en la reparación del ADN 
con un mayor riesgo de desarrollar cáncer de pulmón, mama, piel, hígado y 
cabeza y cuello (Grossman et al., 1999; revisado por Berwick y Vineis,  2000; 
Paz-Elizur et al., 2003; Paz-Elizur et al., 2005; Paz-Elizur et al., 2006). La 
disminución de la capacidad de reparación del ADN, en concreto de la enzima 
OGG1, unido al hábito tabáquico, se ha asociado con un mayor riesgo de 
desarrollar cáncer de pulmón y cabeza y cuello (Paz-Elizur et al., 2003;              
Paz-Elizur et al., 2005; Paz-Elizur et al., 2006). 
 
Debido a los distintos tipos de lesiones que puede sufrir el ADN, existen varios 
mecanismos de reparación capaces de solucionar la mayoría, aunque no 
todos, de los errores que se acumulan en el genoma: 
• Reparación por escisión de nucleótidos: este sistema escinde 
fragmentos de oligonucleótidos que rodean a bases anormales. La 
mayoría de estas lesiones son producidas por agentes exógenos capaces 
de bloquear la replicación del ADN o su transcripción. 
• Reparación por escisión de bases: se eliminan las bases dañadas   
inapropiadas del ADN. Generalmente, este mecanismo de reparación 
está relacionado con el daño de origen endógeno.  
• Reparación de apareamientos incorrectos de bases: reconoce 
apareamientos incorrectos, tanto de una sola base, como de 
repeticiones cortas de nucleótidos. Este sistema de reparación es crítico 
para el mantenimiento de la estabilidad genómica. Defectos en él son la 
causa del cáncer de colon no polipósico hereditario, típico y atípico, así 
como de una baja proporción de cánceres de colon esporádicos. 
• Reparación por recombinación no homóloga: es el principal mecanismo 
de reparación cuando existe rotura de la doble hebra de ADN en 
mamíferos. Se unen los extremos rotos independientemente de su 
homología, con la consiguiente pérdida de algunos nucleótidos en el 






que esta vía de reparación juega un papel esencial en el mantenimiento 
telomérico, pues media la fusión entre telómeros desprotegidos.  
• Reparación por recombinación homóloga: este sistema también repara 
las roturas de la doble hebra de ADN y es el de elección cuando están 
presentes dos hebras homólogas. Este mecanismo de reparación es más 
eficiente en las fases del ciclo celular S y G2 (Johnson y Jasin, 2000; 
revisado por Hoeijmakers, 2001; revisado por Maser y De Pinho, 2004; 
revisado por Park y Gerson, 2005; revisado por Lieberman, 2008).  
 
Con el paso del tiempo, el ADN acumula cambios que activan protooncogenes 
e inactivan genes supresores de tumores. Sin embargo, las mutaciones 
espontáneas son insuficientes para explicar el riesgo de padecer cáncer. De 
hecho, se han identificado numerosas conexiones entre la oncogénesis y fallos, 
adquiridos o heredados, en los llamados “guardianes del genoma”, lo que 
determina el papel tan importante que juegan los mecanismos de reparación 
del ADN en el desarrollo tumorigénico (revisado por Hoeijmakers, 2001) 
(Figura 15). 
 
Se ha propuesto que los mecanismos de reparación del ADN son una barrera 
fisiológica que trata de evitar la progresión tumoral (Bartkova et al., 2005; 
Gorgoulis et al., 2005). Esta afirmación se basa en la observación de la 
activación constitutiva de las vías de señalización de daño genómico en 
tumores humanos de estadios pre-invasivos, cultivos celulares y modelos 
animales. Esta activación precede a las mutaciones o desregulaciones 
epigenéticas de las proteínas implicadas en la respuesta a daño en el ADN. 
Estudios realizados en líneas celulares y en animales revelaron que la 
senescencia inducida por oncogenes requería que la señalización de daño en el 
ADN no estuviera truncada. Sin embargo, no todas las alteraciones son 
capaces de activar la respuesta a daño en el ADN, lo que favorecería la 
expansión clonal de células alteradas. Cuando éstas acumulan errores 
capaces de activar a la maquinaria de señalización de daño genómico,  se 
pondrán en marcha los mecanismos encaminados a inducir la entrada en 
senescencia o muerte celular, de manera que no sigan proliferando. La 






en el ADN implica su pérdida como barrera antitumoral, lo que favorece el 
crecimiento y expansión de las células tumorales. Esta hipótesis trata de 
explicar por qué mutaciones de genes como ATM, BRCA1, BRCA2 o p53 en la 
línea germinal predisponen al individuo que las padece a sufrir cáncer 





6.2 MECANISMOS DE REPARACIÓN DEL ADN Y FUNCIÓN 
TELOMÉRICA 
 
Numerosos factores de reparación del ADN, tales como, el complejo ADN-PK, 
ERCC1/XPF, WRN o el complejo MRN, se han encontrado asociados a los 
telómeros, desarrollando un papel crítico en la homeostasis telomérica 
Figura 15. Representación esquemática del daño en el ADN causado por agentes y 
lesiones comunes (parte superior). En la parte inferior, se nombran los distintos 
mecanismos de reparación, así como las lesiones que reparan. En la parte derecha, 
aparecen las consecuencias del daño genómico (parada del ciclo celular, alteraciones en el 
metabolismo del DNA y cambios permanentes en la molécula de ADN) (adaptado de 
Hoeijmakers, 2001). 
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(Boulton y Jackson, 1996). De hecho, líneas celulares de pacientes con 
alteraciones en algunos de estos genes muestran una mayor tasa de 
acortamiento telomérico, por división, que aquellas líneas provenientes de 
individuos sanos (Cabuy et al., 2005). Esto ha llevado a algunos investigadores 
a pensar que los telómeros son reconocidos por estos factores como ADN 
dañado o anormal, pero que las proteínas específicas de unión a telómeros, de 
alguna manera, forman una estructura que protege el final de los cromosomas 
de posibles degradaciones (Wright et al., 2005; revisado por Longhese, 2008). 
Se ha sugerido, incluso, que las proteínas de unión a telómeros podrían ser 
antiguos factores de reparación del ADN que han pasado a ser utilizados por 
la célula como protectores de los telómeros (revisado por De Lange, 2004); o 
bien que los telómeros actúan como reservorio de proteínas de reparación del 
ADN (Martin et al., 1999). 
 
La entrada en senescencia de las células, como consecuencia del acortamiento 
telomérico, comparte características con la parada del ciclo celular inducida 
como consecuencia del daño en el ADN (D`Adda di Fagagna et al., 2003). Entre 
éstas, cabe destacar la activación de kinasas y mediadores de la respuesta al 
daño en el ADN y la aparición de foci asociados a la senescencia que contienen 
factores de reparación (revisado por D`Adda di Fagagna et al., 2004). La 
alteración de la estructura telomérica como consecuencia de la desregulación 
de las proteínas integrantes del complejo shelterin, también es capaz de 
activar la respuesta a daño en el ADN y de inducir la entrada de la célula en 
senescencia, o bien, su muerte por apoptosis (revisado por Cosme-Blanco y 
Chang, 2008; revisado por Deng et al., 2008). 
 
Otro enigma es cómo la maquinaria de reparación del ADN es capaz de 
distinguir los extremos cromosómicos funcionales de los no funcionales. De 
nuevo, se ha postulado que las proteínas de unión a telómeros están 
implicadas en este reconocimiento, pues la poca presencia de éstas favorecería 
la activación de los factores de reparación del ADN, lo que daría lugar a 
fusiones cromosómicas, parada del ciclo celular y/o apoptosis. Estudios 
llevados a cabo en levaduras pusieron de manifiesto que, para que los 






encuentren acomplejados con la proteína RPA. La unión de ésta al ADN 
telomérico estaría inhibida por Cdc13p (proteína homóloga a la humana 
POT1), que competiría con RPA. También se ha especulado que la estructura 
heterocromatínica de los telómeros puede estar implicada en este proceso, 
evitando el acceso de las proteínas de reparación a los extremos cromosómicos 
(revisado por D`Adda di Fagagna et al., 2004). 
 
Además de las proteínas descritas anteriormente, que forman parte de la 
estructura telomérica, existen otros factores de reparación del ADN que, sin 
estar unidos a los telómeros, sí están implicados, de alguna manera, en la 
homeostasis telomérica. Entre estos, se encuentran RAD51 y RAD54, 
implicadas en la recombinación homóloga y necesarias para la formación del 
T-loop, y PARP1 y PARP2 (Poli ADP-ribosil polimerasa 1 y 2, respectivamente), 
implicadas en la reparación por escisión de bases (revisado por Slijepcevic y 
Al-Wahiby, 2005; revisado por Slijepcevic, 2006; Verdun y Karlseder, 2006; 
revisado por Ayouaz et al., 2008). Cabe también destacar en este grupo a 
Artemis (DCLRE1C), proteína de la vía de reparación por recombinación no 
homóloga y que es fosforilada por ADN-PKc y ATM. En células embrionarias de 
ratón se ha determinado su implicación en la homeostasis telomérica, pues su 
carencia produjo un aumento de fusiones teloméricas, si bien todavía no está 
clara su función en los extremos cromosómicos (Rooney et al., 2003). 
 
La familia de proteínas de retinoblastoma, entre las cuales Rb1 está 
frecuentemente mutada en cáncer, parece estar implicada en el control de la 
longitud telomérica, mediante un mecanismo de regulación epigenética, pues 
se ha demostrado su requerimiento para la trimetilación de la histona H4K20, 
ya que su ausencia provoca una rápida pérdida de modificación de dicha 
histona en fibroblastos embrionarios de ratón. Además, provoca una 
elongación aberrante de los telómeros (Garcia-Cao et al., 2002). 
 
Teniendo en cuenta lo expuesto a lo largo de esta introducción, podría 
afirmarse que la desregulación de los componentes de la vía de reparación por 
recombinación no homóloga conlleva alteraciones en la estabilidad telomérica 






recombinación homóloga es esencial para el mantenimiento de la longitud de 
las secuencias teloméricas y su protección (revisado por Ayouaz et al., 2008). 
Además, las células que mantienen la longitud de sus teloméros mediante el 
mecanismo ALT se caracterizan por tener foci formados por proteínas de unión 
a telómeros, ADN telomérico, cuerpos PML y proteínas implicadas en la 
señalización de daño en el ADN (Henson et al., 2002). 
 
Es interesante destacar el hecho de que defectos genéticos en moléculas 
implicadas en la reparación del ADN afecten al estatus telomérico, aunque no 
estén directamente relacionadas con la función telomérica, lo que sugiere una 
fuerte interdependencia entre ambos procesos. La implicación, por tanto, de 
estas proteínas en la función telomérica ha llevado a sugerir que se requieren 
telómeros funcionales para que pueda llevarse a cabo la reparación del ADN 
por los factores de reparación. De hecho, se ha descrito que células de 
pacientes afectados de cáncer con telómeros acortados, poseen defectos en los 
mecanismos de reparación del ADN (revisado por D´Adda di Fagagna et al., 
2004; revisado por Slijepcevic y Al-Wahiby, 2005). De manera inversa, 
estudios realizados en ratones y en células humanas con alteraciones en 
genes implicados en la reparación del ADN, tales como ATM, ADN-PK, 
ERCC1/XPF y WRN,  han demostrado la existencia de disfunción telomérica en 
el 87% y en el 90% de los casos, respectivamente (revisado por Slijepcevic, 
2008).  
 
Otro ejemplo de la implicación de los mecanismos de reparación del ADN en la 
función telomérica viene dado por el hecho de que la fosforilación de hTERT, 
como consecuencia de daño en el ADN, mediada por c-Abl, proteína implicada 
en la ruta de ATM, produce inactividad enzimática (Kharbanda et al., 2000). 
Además, parece que hTERT está implicada en la reparación de roturas de 
doble hebra del ADN en  regiones no teloméricas (Pennaneach et al., 2006). 
Por último, TRF2 es fosforilada por ATM en respuesta al daño en el ADN, 
movilizándose a aquella región en la que está el daño, aunque éste no se 







Al igual que ocurre con los telómeros, mutaciones en genes implicados en la 
reparación del ADN se han asociado con la aparición de cáncer y fenómenos 
de inestabilidad genómica (revisado por Hoeijmakers, 2001). Es más, 
variaciones en la capacidad de reparación del ADN pueden determinar la 
susceptibilidad a desarrollar esta enfermedad, así como su posterior evolución 
(revisado por Madhusudan y Middleton, 2005). 
 
 




































1. PACIENTES Y MUESTRAS TISULARES 
 
Las muestras empleadas en esta Tesis provienen del Banco de Tumores del 
Hospital Clínico San Carlos de Madrid. Todas ellas fueron obtenidas a partir 
de pacientes afectados de cáncer no microcítico de pulmón (CNMP) sometidos 
a cirugía con intención curativa en el Servicio de Cirugía II del mencionado 
Hospital. Nos proporcionaron 190 muestras de tejido pulmonar de 95 
pacientes. En cada caso, se dispuso de tejido tumoral y de tejido no tumoral 
del propio paciente (tomado, al menos, a 10 cm de distancia del margen del 
tumor). Las muestras venían incluidas en bloques de Tissue-Tek y se 
almacenaron a –80ºC hasta su uso.  
  
Las muestras tumorales fueron examinadas por un anatomo-patólogo del 
Servicio de Anatomía Patológica del citado Hospital, no considerándose válidas 
aquellas que tenían más de un 20% de tejido normal y/o más de un 10% de 
necrosis. El examen se realizó por observación directa de las muestras en un 




El grosor de la muestra fijada en el porta fue de 5 micras. Los cortes se 
realizaron con un criostato cedido por el Servicio de Inmunología del Hospital. 
Las características clínico-patológicas de los 95 tumores se indican en la Tabla 
4. 
HEMATOXILINA AGUA AGUA EOSINA ETANOL 96º
ETANOL 96ºETANOL 100º ETANOL 100ºXILOLXILOL
Figura 16. Representación esquemática de la tinción hematoxilina-eosina. Los reactivos 
empleados están representados en el mismo orden en el que se utilizaron. Los portas se 
sumergieron en cada solución 10 segundos, aproximadamente. 
 














Tipo histológico 95 
Adenocarcinoma 38 
Carcinoma epidermoide 53 






No intervalo libre de enfermedad 2 
  
 
Tabla 4. Características clínico-patológicas de la población de 95 tumores de pulmón 
estudiada en esta Tesis. 
 
 
El periodo de seguimiento de la serie, en la mayor parte de los casos, fue de 5 
años (rango, 1-79 meses). Los pacientes fueron operados en el Hospital Clínico 
San Carlos entre los años 2000 y 2005. La edad media de los pacientes fue 
63.8 ± 1.23 años (rango, 40-82 años) y sólo había 4 mujeres en la serie 











2. EXTRACCIÓN, VALORACIÓN Y PURIFICACIÓN 
DEL ARN 
 
2.1 EXTRACCIÓN DEL ARN 
 
El método empleado para ello fue el descrito por Chomczynski & Sacchi, 
ligeramente modificado, utilizando trizol. Este reactivo contiene fenol y otros 
componentes que garantizan la estabilidad del ARN mientras se disgregan los 
cortes del tejido. Estos fueron de 20 micras y se realizaron con un criostato en 
el Servicio de Inmunología del Hospital Clínico San Carlos de Madrid. Los 
cortes se almacenaron a -80ºC hasta la extracción.  
 
En primer lugar, se añadió 1 ml de trizol a cada tubo, que contenía 10-12 
cortes de tejido pulmonar. Las muestras se homogeneizaron usando, primero 
la punta de la pipeta y, posteriormente, una jeringuilla. A continuación se 
añadió a cada tubo 0.2 ml de cloroformo, se agitaron con el vórtex y, tras 
incubar 2 ó 3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugaron durante 15 
minutos a 13.200 r.p.m., separándose la fase acuosa, que contenía el ARN. 
Ésta se transfirió, en cada caso, a un tubo limpio, añadiéndose 0.5 ml de 
isopropanol frío para precipitar el ARN. Las muestras se almacenaron una 
noche a 4ºC. Tras la precipitación, los tubos se centrifugaron a 4ºC durante 
30 minutos a 13.200 r.p.m. Se eliminó el sobrenadante, y se lavó el pellet con 
etanol al 75% frío dos veces, realizándose una pequeña centrifugación entre 
cada lavado por si se hubiera despegado el precipitado. Tras eliminar el etanol 
del último lavado, se secó el ARN a temperatura ambiente. Éste se 
resuspendió en 50 µl de agua libre de nucleasas. 
 
 
2.2 VALORACIÓN DEL ARN 
 
La valoración se realizó usando un espectrofotómetro que nos permitió medir a 
una longitud de onda de 260 nm, máximo de absorción de los ácidos 
 




nucleicos, y a 280 nm, máximo de absorción de las proteínas. De esta manera, 
el aparato no sólo era capaz de cuantificar la cantidad de ARN, sino que 
también medía la pureza de éste, pues determinaba la relación existente entre 
la absorbancia a 260 nm y 280 nm. Se usaron cubetas de cuarzo cuyo 
volumen era de 100 µl. El blanco utilizado fue agua libre de nucleasas y se 
valoró 1 µl de ARN diluido en 99 µl de agua libre de nucleasas.  
 
Tras la valoración, se procedió a comprobar la integridad del ARN aislado 
mediante una electroforesis. Se realizó un gel de agarosa al 0.8% con TBE 1X 
(TBE 10X: Tris 0.89M, ácido bórico 0.88M y EDTA 0.01M), al que se le añadió 
bromuro de etidio para poder visualizar las bandas. Cada pocillo del gel se 
cargó con 1.5 µg de ARN, tampón de carga 1X (tampón de carga 6X: 0.25% de 
azul de bromofenol, 0.25% de xileno cianol y 30% de glicerol) y agua libre de 
nucleasas. La electroforesis se desarrolló durante 40 minutos a 80V. 
 
Las muestras se almacenaron a –80ºC hasta su uso. 
 
 
2.3 PURIFICACIÓN DEL ARN 
 
El ARN se usó para estudios de expresión con matrices de ADN 
complementario y PCR cuantitativa a tiempo real. Para el empleo de las 
matrices es imprescindible eliminar el ADN genómico y no se recomienda el 
uso de ADNasas. Por ello, en los casos en los que se detectó la presencia de 
ADN durante la electroforesis, se empleó el kit “RNeasy Micro” de Qiagen.  
 
El ensayo se realizó a temperatura ambiente. En primer lugar, se ajustó el 
volumen de la muestra a 0.1 ml con agua libre de nucleasas y se añadieron 
0.35 ml de tampón RLT, proporcionado por el kit, mezclado, previamente, con 
β-mercapto etanol, para inactivar a las ARNasas, y 0.25 ml de etanol absoluto. 
De esta manera, se crearon las condiciones óptimas para que el ARN se uniera 
a la membrana de silica-gel de la columna, a la que se transfirió la muestra. 
Se centrifugó a 10.000 r.p.m. durante 15 segundos y se eliminó el tubo con el 
 




líquido eluido. Se procedió a lavar la columna con 0.5 ml de tampón RPE, 
incluido en el kit, y se centrifugó en las mismas condiciones que las descritas 
anteriormente. Por último, se añadieron 0.5 ml de etanol al 80% y se 
centrifugó durante 2 minutos a la misma velocidad. Para secar la membrana, 
se procedió a colocar la columna dentro de un tubo nuevo y, con la tapa 
abierta, se centrifugó durante 5 minutos a la máxima velocidad. La elución del 
ARN se realizó en dos pasos: se añadieron a la columna 7 ó 5 µl de agua libre 
de nucleasas, en función de la cantidad de ARN de partida, y se centrifugó a 
2.000 r.p.m. durante 1 minuto; a continuación, se añadieron otros 7 ó 5 µl de 
agua libre de nucleasas y se centrifugó a 13.200 r.p.m. el mismo tiempo. El  
ARN se recogió en un tubo de 1.5 ml en el que se introdujo la columna 
previamente. 
 
Tras la purificación, se valoró el ARN obtenido, se comprobó su integridad y se 




3. EXTRACCIÓN Y VALORACIÓN DEL ADN 
 
3.1 EXTRACCIÓN DEL ADN 
 
Para la extracción del ADN se siguieron dos procedimientos: el método 
Chomczynski & Sacchi, y el método Blin y Stafford de 1976, ambos 
modificados. Aplicando el primer protocolo, a la fase orgánica resultante tras 
separar la fase acuosa que contenía el ARN, se añadieron 0.6 ml de etanol 
absoluto frío para precipitar el ADN. Se mezcló con un vórtex y se centrifugó a 
8.000 r.p.m. durante 10 minutos. Se descartó el sobrenadante y se lavó el 
precipitado resultante dos veces con citrato sódico 0.1M disuelto en etanol al 
10%, sin centrifugar entre cada uno de los lavados. A continuación, se lavó 
con la solución B (NaCl 0.075M y EDTA 0.02M) para eliminar los posibles 
restos de citrato sódico. El precipitado resultante se mantuvo 2 días a 55ºC 
con 0.3 ml de solución B, 10 µl de SDS 10% y 5 µl de proteinasa K a una 
 




concentración de 20 mg/ml. Tras la incubación, se añadieron 176 µl de NaCl 
6M, se mezcló con el vórtex y se centrifugó a 13.200 r.p.m. durante 15 
minutos. Se recogió el sobrenadante, donde estaba el ADN, y éste se precipitó 
con isopropanol frío. Se dejó 5 minutos a temperatura ambiente, 
centrifugándose de nuevo a 13.200 r.p.m. durante 30 minutos. Se eliminó el 
sobrenadante y se lavó el precipitado resultante dos veces con etanol al 75% 
frío, centrifugando entre ambos lavados por si éste se hubiera despegado. 
Finalmente, se dejó secar a temperatura ambiente y se resuspendió en 20 µl 
de agua libre de nucleasas. 
 
Para extraer ADN genómico por el procedimiento de Blin y Stafford de 1976,  
con modificaciones, se partió de los bloques de tejido embebidos en el           
Tissue-Tek. Debido al tamaño de los bloques, estos se cortaron en fragmentos 
más pequeños empleando cuchillas estériles (una para cada muestra), 
introduciéndose en un tubo de 10 ml, al que se añadió 2.5 ml de un tampón 
formado por Tris-HCl 0.01M, EDTA 0.01M y NaCl 0.15M. Se homogeneizó el 
contenido utilizando un politrón. El vástago empleado se mantuvo la noche 
anterior en EDTA 0.02M y se aclaró con agua ultra pura estéril, tanto al 
principio, como entre cada uso. A continuación, se añadieron 50 µl de 
proteinasa K a una concentración de 20 mg/ml. Se volvió a homogeneizar 
brevemente, se adicionaron 125 µl de SDS al 10% y se incubaron los tubos 
durante 3 horas a 65ªC para que tuviera lugar la fase de lisis. Seguidamente, 
se añadieron 2.5 ml de una solución que contenía Tris-HCl 0.01M, EDTA 
0.01M y NaCl 0.65M a pH 7.5 y 5 ml de fenol. Se mezcló con el vórtex y se 
centrifugó a 4.000 r.p.m. durante 15 minutos para separar la fase acuosa, 
donde estaba el ADN, de la orgánica. La fase acuosa se recogió en un tubo 
nuevo de 10 ml y se añadieron 5 ml de cloroformo:alcohol isoamílico 24:1. De 
nuevo se mezcló con el vórtex y se centrifugó a 4.000 r.p.m. 5 minutos. La fase 
acuosa se pasó a un tubo de 50 ml que contenía entre 10 y 13 ml de etanol 
absoluto frío. Se precipitó el ADN durante una noche a –20ºC.  Al día 
siguiente, se centrifugaron los tubos a 4.000 r.p.m. durante 15 minutos a 4ºC, 
se decantó el sobrenadante y se lavó el precipitado con 2 ml de etanol frío al 
70% dos veces. Finalmente, se secó el precipitado y se resuspendió en 0.3 ml 
de agua libre de nucleasas. 
 




3.2 VALORACIÓN DEL ADN 
 
La valoración se realizó usando un espectrofotómetro que nos permitió medir a 
una longitud de onda de 260 nm y a 280 nm, para cuantificar la cantidad de 
ADN y medir su pureza. Se usaron cubetas de cuarzo cuyo volumen era de 
100 µl. El blanco usado fue 100 µl de agua libre de nucleasas y las muestras 
de ADN se diluyeron 1:100 con agua libre de nucleasas.  
 




4. EXTRACCIÓN Y VALORACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
4.1 EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS 
 
La extracción de proteínas se realizó a partir de los bloques de tejido 
embebidos en el Tissue-Tek. Estos se cortaron en fragmentos más pequeños, 
siguiendo el mismo procedimiento que el empleado para extraer ADN. En cada 
tubo de 2 ml se introdujeron 0.1-0.2 g de tejido y 0.4 ml de un reactivo de 
lisis, que contiene inhibidores de proteasas y ARNasas, incluido en el kit de 
Roche "Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA®". Se procedió a homogeneizar la 
mezcla, empleando un politrón y aclarando el vástago con agua DEPC entre 
cada lavado. El día anterior, el vástago estuvo 4 horas en NaOH 4N y, durante 
toda la noche, en agua DEPC, para eliminar las posibles ARNasas. Una vez 
homogeneizadas las muestras, se dejaron los tubos 30 minutos en hielo, para 
favorecer la extracción, y se centrifugaron a 4ºC durante 20 minutos a 12.000 










4.2 VALORACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
La valoración se realizó en un espectrofotómetro que midió la absorbancia a 
una longitud de onda de 595 nm y se usaron cubetas de plástico de 1 ml. La 
cuantificación de las proteínas se realizó con el ensayo de Bradford. El blanco 
utilizado fue 1 ml de Bradford comercial diluido 5 veces. Para cada muestra, 
se emplearon 0.8 ml de agua ultra pura estéril y  0.2 ml de reactivo Bradford 
comercial. Se tomó 1 µl de cada alícuota de proteínas a valorar, se diluyó 1:5 ó 
1:10 y se valoraron 4 µl. La cuantificación se realizó por duplicado.  
 




5. ENSAYO DE MEDICIÓN DE LA LONGITUD DE 
LOS FRAGMENTOS TELOMÉRICOS DE 
RESTRICCIÓN 
 
La medida de la longitud de los telómeros se realizó en 95 pacientes a partir 
del ADN genómico procedente de los tejidos tumorales y no tumorales, en cada 
caso. El kit empleado para ello fue "Telo TAGGG Telomere Length Assay®" de 
Roche. Este método permite determinar la longitud de los telómeros mediante 
el análisis por Southern-blot de los TRF (Telomeric Restriction Fragments) 
obtenidos tras la digestión del ADN genómico con enzimas de restricción de 
corte frecuente. 
 
El ensayo parte de 2.5 µg de ADN que se digieren con 1 µl de una mezcla de 
enzimas de restricción, que cortan el ADN en pequeños fragmentos, salvo el 
ADN telomérico y subtelomérico. Las enzimas fueron: Hinf I y Rsa I y se 
emplearon 20 unidades de cada una de ellas por muestra. Como controles se 
emplearon muestras con telómeros de alto y/o bajo peso molecular 
proporcionadas por el kit. La digestión tuvo lugar durante 2 horas a 37ºC. 
 




Tras ésta, se añadieron a cada tubo 5 µl de tampón de carga del kit para parar 
la reacción.  
 
El ADN digerido se separó en un gel de agarosa al 0.8% en TAE 1X (TAE 50X: 
Tris 2M, EDTA 50mM y ácido acético glacial, pH 8) a 75–85V durante, 
aproximadamente, 4 horas. En el momento de cargar las muestras, se 
preparó, y cargó también, el marcador de peso molecular: 3 µl del marcador 
proporcionado por el kit, 5 µl agua libre de nucleasas y 2 µl del tampón de 
carga. 
 
Cuando finalizó la electroforesis, el gel se trató durante 10 minutos con           
HCl 0.25M a temperatura ambiente con agitación. De esta manera, se obtuvo 
un pH óptimo para la desnaturalización del ADN. Se aclaró dos veces con agua 
destilada, y se realizaron dos incubaciones de 15 minutos a temperatura 
ambiente con una solución de desnaturalización (NaOH 0.5M y NaCl 1.5M). Se 
aclaró de nuevo con agua destilada, y se trató con una solución de 
neutralización (Tris-HCl 0.5M y NaCl 3M, pH 7.5) que adecuó el pH para la 
transferencia. Se realizaron dos incubaciones a temperatura ambiente de 15 
minutos de duración cada una. 
 
La transferencia tuvo lugar por capilaridad a temperatura ambiente durante 
una noche. Previamente, se activó la membrana de nylon cargada 
positivamente (Roche Diagnostics) con agua ultra pura estéril. El tampón de 
transferencia empleado fue SSC 20X (NaCl 3M y citrato sódico 0.3M, pH 7).  
 
Una vez concluida la transferencia, se fijó el ADN con luz UV primero,              
7 minutos a una longitud de onda de 254 nm, y con calor posteriormente,        
30 minutos a 80ºC. Se lavó la membrana con SSC 2X y se prehibridó durante 
40 minutos a 42ºC con 15 ml de la solución de hibridación calentada a la 
misma temperatura, proporcionada por el kit. Tras la prehibridación, ésta se 
eliminó, y se procedió a incubar la membrana con 10 ml de la solución de 
hibridación precalentada, a la que se le añadió 2 µl de una sonda específica 
para secuencias teloméricas que lleva unida digoxigenina, también 
 




proporcionada por el kit. El tiempo de incubación fue de 2 horas y 40 
minutos. 
 
Una vez finalizó la incubación, se lavó la membrana dos veces, a temperatura 
ambiente, con una solución de lavado compuesta por SSC 2X y SDS 0.1%. La 
duración de cada lavado fue de 5 minutos. Seguidamente, se realizaron otros 
dos lavados, de 17 minutos de duración cada uno, a 50ºC con una solución 
que contenía SSC 0.2X y SDS 0.1%. Un último lavado de 4 minutos de 
duración se llevó a cabo a temperatura ambiente con un tampón incluido en el 
kit. 
 
Seguidamente, se bloqueó la membrana durante 30 minutos, a temperatura 
ambiente, con la solución de bloqueo del kit. A continuación, se añadió a la 
solución anterior un anticuerpo antidigoxigenina unido a fosfatasa alcalina, a 
una concentración de 75 mU/ml. La incubación duró 30 minutos y se realizó 
a temperatura ambiente. Para eliminar los restos de anticuerpo que no se 
unieron a la digoxigenina, se lavó la membrana a temperatura ambiente, con 
el tampón de lavado incluido en el kit, dos veces. La duración de cada lavado 
fue de 15 minutos. Tras el último lavado, se incubó la membrana durante 4 
minutos a temperatura ambiente con 70 ml del tampón de detección del kit. 
Finalmente, se procedió al revelado: para ello, se puso en contacto la 
membrana, durante 15 segundos y a temperatura ambiente, con 11.2 ml de 
agua ultra pura estéril, 1.25 ml de tampón de detección y 5 ml de sustrato de 
la fosfatasa alcalina. Se secó el exceso de líquido y se realizó una 
autorradiografía. El tiempo de exposición fue, aproximadamente, de 4 




5.1 ANÁLISIS DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS 
TELOMÉRICOS DE RESTRICCIÓN 
 
Las películas se escanearon con el programa informático “Quantity one®”. La 
cuantificación se realizó comparando los resultados obtenidos en cada 
 




muestra tumoral con su pareja no tumoral, empleando el software "Image 
Gauge 3.46®” de Fujifilm.  
 
La heterogeneidad entre los telómeros de distintos cromosomas y células 
determina que, tras la hibridación con la sonda complementaria a las 
repeticiones teloméricas, no se obtenga una única banda, sino un arrastre que 
abarca todas las longitudes de los fragmentos teloméricos de restricción 
presentes en cada muestra.  
 
En cada caso, se estableció el parámetro de longitud de telómeros (TRF), que 
corresponde al valor de la longitud telomérica media en Kb, calculado teniendo 
en cuenta las diferentes intensidades de la señal de hibridación en función del 
tamaño. Cuanto mayor es el peso molecular del fragmento, mayor es la 
densidad óptica, por lo que es necesaria una homogeneización que permita 
eliminar el sesgo que este hecho produce. Para ello se determinó la longitud 




DOi es la densidad óptica en la posición i y Li es la longitud de los TRF, en Kb, 




6. ENSAYO DE LA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD 
TELOMERASA 
 
La medida de la actividad telomerasa se llevó a cabo a partir de las proteínas 
extraídas de las 95 muestras tumorales y no tumorales con el kit de Roche 
"Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA®", según lo descrito en el apartado                










Como controles positivos del ensayo, se utilizaron extractos de células de 
riñón humanas inmortalizadas que expresaban telomerasa, línea 293, a una 
concentración de, aproximadamente, 103 células/µl. A partir de estos, se 
prepararon los controles negativos. Para ello, se añadieron a 2 µl del control 
positivo, 7 µl de agua libre de ARNasas, y se incubaron a 65ºC 10 minutos. A 
continuación, se añadieron ARNasas, siendo la concentración final 10 µg/µl. 
Se incubaron 30 minutos a 37ºC. De esta manera, se degradó el componente 
ARN de la telomerasa, inactivándose la enzima. También se empleó el tampón 
de lisis, en sustitución de un extracto proteico, como control negativo. 
 
Se añadieron en diferentes tubos de 0.5 ml, 25 µl de una mezcla de reacción 
proporcionada por el kit y 2 µl del control positivo ó 10 µl del control negativo 
preparado anteriormente o los diferentes extractos proteicos. De estos, se 
llevaron a cabo dos determinaciones en cada caso: en un tubo se realizó el 
ensayo empleando 10 µg de muestra, y en otro, el análisis sobre el mismo 
extracto diluido 1:10. De esta forma, se puede controlar la presencia de otras 
proteínas en el extracto capaces de inhibir a la enzima Taq ADN polimerasa. 
Cada tubo de 0.5 ml se completó hasta un volumen de 50 µl con agua libre de 
nucleasas. La mezcla de reacción contenía un tampón Tris HCl, el sustrato de 
la enzima telomerasa P1-TS (marcado con biotina), los cebadores (P1-TS y P2), 
nucleótidos y la Taq ADN polimerasa. Todos los tubos se sometieron al  
programa descrito en la Tabla 5 en un termociclador.  
 
En el primer paso de la reacción, la enzima telomerasa, si está presente, añade 
repeticiones teloméricas al extremo 3’ del cebador P1-TS marcado con biotina. 
A continuación, los productos de esta elongación son amplificados por PCR 
usando los cebadores P1-TS y P2. 
 
Una vez finalizó la PCR, se añadieron en tubos nuevos, 20 µl de un agente 
desnaturalizante incluido en el kit, y 5 µl del producto amplificado. Se 
mezclaron e incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación, 
se añadieron 225 µl de un tampón de hibridación, también suministrado por 
el kit. Éste contenía una sonda complementaria a las secuencias repetitivas 
 




teloméricas unida a digoxigenina. De los 0.25 ml que contenía cada tubo, se 
transfirieron 0.1 ml a una placa de ELISA de 96 pocillos, y se incubaron 
durante 2 horas con agitación a 37ºC, cubriendo los pocillos para evitar la 
evaporación del contenido. Cada pocillo de la placa estaba tapizado con 
estreptavidina, la cual se unió a la biotina del cebador P1-TS. 
 
 
 TIEMPO TEMPERATURA NÚMERO DE CICLOS 
Primera elongación 30 minutos 25ºC 1 
Inactivación de la 
enzima telomerasa 















Elongación final 10 minutos 72ºC 1 
 




Tras la incubación, se aspiró la solución de hibridación y se lavó cada pocillo 
de la placa 3 veces con 0.25 ml de un tampón de lavado, para eliminar 
uniones inespecíficas. Este tampón formaba parte del kit. Seguidamente, se 
adicionó un anticuerpo policlonal antidigoxigenina–peroxidasa, incluido en el 
kit, a cada pocillo, y a una concentración final de 10 mU/ml, incubándose 
durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitación. Se eliminó la 
solución y se lavó cada pocillo 5 veces con 0.25 ml del tampón de lavado. 
Finalmente, se añadió 0.1 ml del sustrato, 3, 3’, 5, 5’-tetrametil bencidina 
(TMB). Se incubó la placa a temperatura ambiente 20 minutos con agitación, 
para que tuviera lugar la reacción. Tras la incubación, se añadió 0.1 ml de 
una solución que contenía ácido sulfúrico, incluida en el kit, para parar la 
reacción. Este reactivo causó un cambio de color en los pocillos: de azul a 
 




amarillo. Cuanto mayor es la actividad de la enzima telomerasa, mayor 




6.1 ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA 
 
Con el programa bioinformático “Microplate manager 5.2®”, se midió la 
absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de 450 nm, usando como 
referencia una longitud de onda de 690 nm.  
 
Se consideraron telomerasa positivas aquellas muestras cuyo valor de 
absorbancia (A450 – A690) fue superior a 0.2. Los controles positivos y negativos 
se consideraron válidos cuando la absorbancia fue superior a 1.5 e inferior a 
0.2, respectivamente. 
Figura 17. Representación esquemática del ensayo de medida de la actividad telomerasa. 
P1-TS es el sustrato de la enzima telomerasa y un cebador; P2 es el otro cebador; P3 
representa a la sonda complementaria a las secuencias repetitivas teloméricas marcada 
con digoxigenina (adaptada de la Tesis Doctoral de Cristina García-Aranda, 2006). 
Repeticiones teloméricas 
añadidas por la telomerasa
P1-TS1. Elongación por acción 
de la telomerasa













P1-TS2. Amplificación por PCR
Digoxigenina
P3
P1-TS3. Detección por ELISA
 




7. EVALUACIÓN  DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN 
GÉNICA CON MATRICES DE ADN 
COMPLEMENTARIO 
 
Los ensayos de expresión de ARN mensajero se llevaron a cabo utilizando 
matrices de ADN complementario comerciales. Se siguió el protocolo de 
“GEArray Q Series Human Genome Stability/DNA Repair Gene Array” de 
SuperArray®. Gracias a la tecnología de las matrices, fue posible analizar la 
expresión de 96 genes asociados con el mantenimiento de la estabilidad 
genómica y con la reparación del ADN. Los genes pertenecen a las siguientes 
vías:  
• Reversión directa del daño en el ADN: DEPC-1, MGMT.  
• Reparación por escisión de bases: ADPRT, ADPRTL2, ADPRTL3, APEX1 
(APEX, REF1), APEX2 (APEXL2), FLJ10858, LIG3, MBD4, MUTYH (MYH), 
NEIL1, NEIL2, NTHL1 (NTH1), OGG1, SMUG1, TDG, UNG, XRCC1. 
• Reparación por escisión de nucleótidos: CCNH, CDK7, CETN2, CKN1 
(CSA), DDB1, DDB2, ERCC1, ERCC2 (XPD), ERCC3 (XPB), ERCC4 (XPF), 
ERCC5 (XPG), ERCC6 (CSB), GTF2H1, GTF2H2, GTF2H3, GTF2H4, LIG1, 
MNAT1, RAD23A (HHR23A), RAD23B (HR23B), RPA1, RPA2, RPA3, XAB2 
(HCNP), XPA, XPC. 
• Reparación de apareamientos incorrectos de bases: MLH1, MLH3, 
MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6, PMS1, PMS2, PMS2L3, PMS2L4 
(PMS6). 
• Reparación por recombinación homóloga y no homóloga: BRCA1, 
BRCA2 (FANCB/FANCD1), DCLRE1C (SNM1C), DMC1, G22P1 (KU70), 
LIG4, MRE11A, NBS1, PRKDC, RAD50, RAD51C, RAD51L1 (RAD51B), 
RAD51L3 (RAD51D), RAD54B, RAD54L, XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5 
(KU80). 
• Reparación por la ruta dependiente de RAD-6: RAD18, UBE2A (RAD6A), 
UBE2B (RAD6B), UBE2I (UBC9), UBE2N (UBC13), UBE2V2 (MMS2). 
• Otros genes implicados en la estabilidad del genoma: ATM, ATR, 
DCLRE1A (SNM1), DCLRE1B, DUT, EXO1, FEN1, PNKP, RECQL4, 
RECQL5, TERF1, TERF2, TERT (TCS1), TOP3A, TOP3B. 
 




En la matriz, también están incluidos varios genes de expresión constitutiva: 
GAPDH, CICLOFILINA A, RPL13A y β-ACTINA. Asimismo, también están 
incluidos dos controles negativos: PUC 18 (ADN bacteriano) y blancos. 
 
Se seleccionaron 21 muestras tumorales, pertenecientes a 21 pacientes, que 
presentaban una integridad del ARN óptima para la realización del ensayo. Las 
características clínico-patológicas de estos se resumen en la Tabla 6. 
 
 










Tipo histológico 21 
Adenocarcinoma 9 
Carcinoma epidermoide 9 






No intervalo libre de enfermedad 1 
  
 
Tabla 6. Características clínico-patológicas de la población de 21 tumores de pulmón en la 
que se evaluó la expresión del ARN mensajero de 96 genes implicados en la reparación y 
estabilidad del ADN. 
 
 
De las 21 muestras tumorales, 11 acortaban significativamente las secuencias 
teloméricas, esto es, los telómeros en las muestras tumorales mostraban un 
grado de acortamiento igual o superior al 20% con respecto a los telómeros de 
la muestra no tumoral. Las 10 muestras tumorales restantes mantenían las 
secuencias teloméricas, es decir, los telómeros en las muestras tumorales se 
 




acortaban menos de un 20%, o bien, se alargaban, con respecto a su 
correspondiente muestra no tumoral.   
 
Con respecto a la actividad telomerasa, 6 de ellas carecían de actividad, 
mientras que 15 mostraron actividad enzimática. 
 
Como control no tumoral, se analizó una mezcla de ARNs procedentes de 
tejido no tumoral de 8 pacientes. 
 
 
7.1 SÍNTESIS DE LA SONDA DE ADN COMPLEMENTARIO 
MARCADO 
 
El primer paso del ensayo consistió en realizar una reacción de 
retrotranscripción (RT) y marcaje para transformar el ARN mensajero en ADN 
complementario marcado. Se empleó el kit “AmpoLabeling-LPRTM” de 
SuperArray®. Para ello, se añadieron a un tubo de 0.5 ml, 2 µg de ARN, 1 µl de 
cebadores, proporcionados por el kit, y se completó volumen hasta 10 µl con 
agua libre de nucleasas. En un termociclador se aplicó el programa descrito en 




TIEMPO TEMPERATURA NÚMERO DE CICLOS 
Hibridación 3 minutos 70ºC 1 
Incubación 10 minutos 37ºC 1 
 
Tabla 7. Programa empleado para conseguir la unión de los cebadores al ARN. 
 
 
Mientras se producía la incubación a 37ºC, se preparó la mezcla de la reacción 
de retrotranscripción (Tabla 8), que contenía: tampón 5X GEAlabeling (BN), 
 




agua libre de nucleasas, inhibidor de ARNasas y la enzima transcriptasa 
reversa. Todos los reactivos fueron suministrados por el kit.  
 
 
REACTIVOS 1 MATRIZ 2 MATRICES 4 MATRICES 
Tampón BN 4 µl 8 µl 16 µl 
Agua libre de ARNasas 4 µl 8 µl 16 µl 
Inhibidor de ARNasas 1 µl 2 µl 4 µl 
Transcriptasa reversa 1 µl 2 µl 4 µl 
Volumen final 10 µl 20 µl 40 µl 
 
Tabla 8. Descripción de las cantidades y reactivos empleados en la RT, en función del 
número de matrices a hibridar. 
 
 
La mezcla de la reacción se atemperó a 37ºC durante 1 minuto. A 
continuación, se transfirieron 10 µl a cada tubo de 0.5 ml y se incubó a 37ºC 
durante 25 minutos en el termociclador. Para parar la reacción, se aumentó la 
temperatura hasta 85ºC, 5 minutos, lo que no sólo inactivó a la enzima 
transcriptasa reversa, sino que, además, hidrolizó el ARN. La reacción RT 
finalizada se mantuvo en hielo. 
 
Para la reacción de marcaje y amplificación del ADN complementario se 
emplearon los reactivos de la Tabla 9. Por cada reacción RT se usaron 30 µl de 
la mezcla descrita y se sometió al programa del termociclador reflejado en la 
Tabla 10. 
 
Finalmente, el ADN complementario se desnaturalizó, sometiéndolo a 94ºC 
durante 2 minutos e, inmediatamente, introduciéndolo en hielo. 
 




REACTIVOS 1 MATRIZ 2 MATRICES 4 MATRICES 
Tampón L 18 µl 36 µl 72 µl 
Tampón AF (cebadores 
específicos) 
9 µl 18 µl 36 µl 
Biotina-16-dUTP 2 µl 4 µl 8 µl 
ADN polimerasa 1 µl 2 µl 4 µl 
Volumen final 30 µl 60 µl 120 µl 
 
Tabla 9. Descripción de las cantidades y reactivos empleados en la reacción de marcaje y 
amplificación del ADN complementario, en función del número de matrices a hibridar. 
 
 
 TIEMPO TEMPERATURA NÚMERO DE CICLOS 
Desnaturalización 
inicial 















Elongación final 5 minutos 72ºC 1 
 




7.2 HIBRIDACIÓN Y DETECCIÓN 
 
Previamente a la síntesis de la sonda de ADN complementario                                                                                                                                                                                                                                                                     
marcada, se prehibridó la matriz. De esta manera, se redujo el tiempo de 
duración del ensayo, pues el protocolo especificaba que la prehibridación 
 




debía durar entre 1 y 72 horas. El primer paso consistió en humedecer la 
matriz con 5 ml de agua ultra pura estéril. Se calentó la solución de 
hibridación, proporcionada por el kit, a 60ºC y ADN de esperma de salmón a 
100ºC durante 5 minutos, enfriándolo en hielo inmediatamente después, para 
su desnaturalización. Para cada matriz se necesitaron 2 ml de solución de 
hibridación y ADN de esperma de salmón a una concentración final de        
100 µg/ml. Ambos se mezclaron y calentaron a 60ºC. Se eliminó el agua de los 
tubos que contenían las matrices, y se añadió la solución de prehibridación. 
La prehibridación se realizó en un horno de hibridación a 60ºC durante 6 
horas, aproximadamente. 
 
Transcurrida la prehibridación y la síntesis de la sonda, se procedió a realizar 
la hibridación de las matrices. Para ello, se añadió a 0.75 ml de la solución de 
prehibridación calentada a 60ºC, el ADN complementario desnaturalizado y 
marcado de cada muestra. Se mantuvieron unos minutos a 60ºC y se 
añadieron a los tubos, tras eliminar de estos la solución de prehibridación. La 
hibridación se desarrolló durante una noche a 60ºC en el horno de 
hibridación. 
 
Finalizada la hibridación, se procedió a realizar una serie de lavados con 
objeto de eliminar el exceso de sonda que no se unió al ADN complementario  
de las matrices. Se realizaron 4 lavados de 15 minutos cada uno, a 60ºC, en el 
horno de hibridación. Antes de cada lavado, cada tubo se agitó con el vórtex. 
Para los dos primeros se empleó una solución compuesta por SSC 2X y             
SDS 1%; para los dos últimos, SSC 0.1X y SDS 0.5%. La cantidad empleada 
fue de 5 ml para cada matriz y cada lavado. La sonda se almacenó a –20ºC. 
 
Los pasos incluidos en la detección quimioluminiscente se realizaron a 
temperatura ambiente. Tras eliminar la última solución de lavado, se 
añadieron 2 ml de la solución de bloqueo, proporcionada por el kit, a cada 
tubo. Ésta, se precalentó, previamente, a 37ºC para disolver los posibles 
precipitados formados durante su almacenamiento a 4ºC. La incubación duró 
40 minutos. A continuación, se añadió a cada uno fosfatasa alcalina 
conjugada con estreptavidina. Ésta se diluyó 1:8.000 en un tampón, tampón 
 




F, proporcionado por el kit y precalentado a 37ºC por lo expuesto 
anteriormente. A cada tubo se le añadieron 2 ml y se incubaron durante 10 
minutos. Finalmente, se lavó cada matriz 4 veces con 4 ml del tampón F. Se 
agitaron con un vórtex entre cada lavado, siendo la duración de cada uno 5 
minutos. Se realizaron otros dos lavados con 3 ml de otro tampón incluido en 
el kit, tampón G, tras lo cual, se añadió a cada tubo 1 ml del sustrato,      
CDP-Star. Se incubó 5 minutos con él y se procedió a realizar el revelado. Para 
ello, se secó la matriz del exceso de líquido, se introdujo en un cassette y se 
expuso una película durante una media de 15 segundos. Las películas 
utilizadas fueron  “HyperfilmTM” de Amersham Bioscience®.  
 
 
7.3 ANÁLISIS DE LAS MATRICES DE ADN 
COMPLEMENTARIO 
 
El análisis de las matrices se realizó con el programa “GEArray Expression 
Analysis Suite” de Superarray. Primeramente, las películas se escanearon con 
el programa informático “Quantity one®”. La imagen se guardó en formato Tiff 
y 16 bits por canal. Los niveles de expresión génica de la población se 
normalizaron con el gen de expresión constitutiva PPIA (CICLOFILINA A). El 
programa de Superarray nos permitió determinar qué genes estaban 
expresados ± 2 veces en las distintas muestras tumorales con respecto a la 
población no tumoral. Asimismo, se determinaron las diferencias de expresión 
entre la población de tumores que mostraba un acortamiento significativo de 
los telómeros y aquella que los mantenía. En el estudio también se evaluaron 
las diferencias de expresión entre los tumores que mostraron actividad 














8. EVALUACIÓN  DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN 
GÉNICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO 
REAL 
 
El ensayo de expresión de ARN mensajero con matrices de ADN 
complementario nos permitió seleccionar una serie de genes cuyos niveles de  
expresión se validaron mediante la técnica PCR cuantitativa a tiempo real. 
Este ensayo, basado en la PCR convencional, es altamente sensible y permite 
detectar pequeños cambios en los niveles de expresión génica, pues 
determina, en tiempo real, la amplificación del fragmento de interés. 
 
Partiendo de ARN, se realiza una retrotranscripción, transformando el ARN 
mensajero en ADN complementario, y éste se hibrida con una sonda 
fluorescente de longitud entre 20 y 26 nucleótidos diseñada para unirse entre 
los cebadores. La sonda lleva unida en el extremo 5’ un fluoróforo y en el 
extremo 3’ un amortiguador de la fluorescencia. Cuando la sonda está intacta, 
la proximidad de ambos  implica una supresión de la fluorescencia. Durante la 
reacción de PCR, y gracias a la actividad nucleasa 5’→3’ de la enzima ADN 
polimerasa, ambas moléculas se separan, lo que  da como resultado un 
aumento de la fluorescencia a medida que se forman nuevos productos de 
PCR. Este proceso ocurre en cada ciclo y no interfiere con la acumulación 
exponencial del producto. La Figura 18 ilustra la reacción de PCR cuantitativa 
a tiempo real. 
 
En cada ciclo, se duplica la cantidad de ADN hasta que llega a una fase de 
meseta. Esto se refleja en un gráfico, Figura 19, en el que en el eje de 
ordenadas  están representadas las unidades arbitrarias de fluorescencia y en 
el eje de abscisas el número de ciclos. La PCR cuantitativa a tiempo real se 
basa en evaluar la reacción de amplificación cuando está en fase logarítmica: 
se determina el número de ciclo a partir del cual el aumento de fluorescencia 
es logarítmico. Este punto se llama umbral, lo establece el usuario, y el 
número de ciclo que lo cruza se denomina CT. 
 
 
















Figura 18. Esquema representativo de la técnica PCR cuantitativa a tiempo real. La “F” 
representa al fluoróforo y la “A” a la molécula que amortigua la fluorescencia. 
Figura 19. Representación gráfica de la reacción de PCR cuantitativa a tiempo real. En el 
eje de ordenadas  están representadas las unidades arbitrarias de fluorescencia (U.A.F.) y 
en el eje de abcisas el número de ciclos. La línea horizontal naranja marca el umbral y, el 
















El ensayo de PCR cuantitativa a tiempo real se realizó en 37 muestras 
tumorales, incluidas las 21 analizadas con las matrices de ADN 
complementario, así como en la mezcla de 8 muestras de tejido no tumoral 
empleada como control en el estudio de matrices. El número de muestras 
tumorales con acortamiento significativo de las secuencias teloméricas, con 
respecto a su correspondiente muestra no tumoral, fue 22, mientras que 15 
mantenían la longitud de éstas. Con respecto a la actividad telomerasa, 10 
muestras tumorales carecían de actividad enzimática, mientras que se detectó 
actividad en 27. 
 
Las características clínico-patológicas de las 37 muestras tumorales quedan 
reflejadas en la Tabla 11. 
 
 
















Carcinoma epidermoide 17 













Tabla 11. Características clínico-patológicas de la población de 37 tumores de pulmón en 
la que se evaluó la expresión del ARN mensajero de distintos genes mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real. 
 




8.1 SÍNTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO 
 
Para sintetizar ADN complementario a partir de ARN se empleó el kit              
“High-Capacity cDNA Achive” de Applied Biosystems®. Se partió de 2 µg de 
ARN, diluyéndolo hasta un volumen de 50 µl con agua libre de nucleasas. A 
continuación, se preparó la mezcla de la reacción de retrotranscripción 2X, 
utilizando los componentes que proveía el kit. Las cantidades y reactivos 
empleados están descritos en la Tabla 12. El inhibidor de ARNasas no estaba 
incluido en el kit y fue adquirido de la casa comercial Applied Biosystems®.  
 
 
REACTIVOS VOLUMEN (µl)/ REACCIÓN 
10X Tampón de la reacción de 
retrotranscripción  
10 µl 
25X  Mezcla de dNTPs 4 µl 
10X cebadores que hibridan al azar 10 µl 
 Enzima transcriptasa reversa 
MultiScribe™   50 U/µl 
5 µl 
Inhibidor de ARNasas 50 U/µl 5 µl 
Agua libre de nucleasas 16 µl 
Volumen final 50 µl 
 




La reacción de retrotranscripción se realizó en un termociclador aplicando el 








 TIEMPO TEMPERATURA 
Hibridación de los 
cebadores 
10 minutos 25ºC 
Retrotranscripción 120 minutos 37ºC 
 
Tabla 13. Programa utilizado en la síntesis de ADN complementario a partir del ARN.  
 
 
La concentración final obtenida de ADN complementario fue de 20 ng/µl en un 
volumen de 100 µl. Éste se alicuoteó y almacenó a –20ºC hasta su uso. 
 
 
8.2 COMPROBACIÓN DE LA REACCIÓN DE 
RETROTRANSCRIPCIÓN 
 
Para comprobar que la reacción había tenido lugar adecuadamente, se realizó 
una PCR de comprobación empleando cebadores exón-exón de la enzima 
GAPDH. Estos cebadores presentan la característica de que sólo hibridan con 
el ADN complementario, evitando interferencias con ADN genómico. Los 
cebadores se adquirieron de la casa comercial Sigma-Aldrich®, siendo su 
secuencia la siguiente:  
• Cebador adelantado: 5’ GATCATCAGCAATGCCTCCTG 3’ 
• Cebador retrasado: 5’ TGGCATGGACTGTGGTCATG 3’ 
 
Los demás reactivos empleados en la reacción de PCR, así como las 
concentraciones y cantidades empleadas, están descritos en la Tabla 14.  
 
Tras preparar la mezcla de reacción en un tubo de 0.5 ml, éste se sometió al 
programa detallado en la Tabla 15, en un termociclador. 
 
Finalizada la reacción de amplificación, se realizó un gel de agarosa al 2% con 
TBE 1X, al que se le añadió bromuro de etidio para poder visualizar el 
 




producto de la PCR. El tamaño de éste era de 100 pares de bases. Se cargaron 
20 µl del producto amplificado junto al tampón de carga 1X. Como marcador 
de peso molecular, se empleó Ecoladder 4, de la casa comercial Ecogen, 
cargándose 10 µg. El rango de pesos moleculares va desde 100 pares de bases 
hasta 1.000, de 100 en 100, exceptuando el fragmento de 900 pares de bases. 
La electroforesis se realizó a 120V durante 30 minutos. 
 
 
REACTIVOS (CASA COMERCIAL) VOLUMEN (µl)/ REACCIÓN 
10X Tampón sin MgCl2 (BiothermTM) 5 µl 
MgCl2 50 mM (BiothermTM) 2 µl 
Mezcla de dNTPs 10 mM (Promega®) 1 µl 
ADN polimerasa 5 U/µl (BiothermTM) 0.25 µl 
Cebador adelantado 10 µM (Sigma®) 1 µl 
Cebador retrasado 10 µM (Sigma®) 1 µl 
Agua libre de nucleasas 38.75 µl 
ADN complementario 1 µl 
Volumen final 50 µl 
 
Tabla 14. Descripción de los reactivos y cantidades empleados en la reacción de PCR para 
amplificar un fragmento de ADN complementario de GAPDH. Entre paréntesis aparece la 









 TIEMPO TEMPERATURA NÚMERO DE CICLOS 














Elongación final 10 minutos 72ºC 1 
 
Tabla 15. Programa empleado en la reacción de amplificación del fragmento de ADN 
complementario de GAPDH. 
 
 
8.3 PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
 
Para realizar la reacción de PCR cuantitativa a tiempo real se empleó el kit 
“TaqMan® Gene Expression Assays” de Applied Biosystems®. En cada ensayo 
se empleaban dos cebadores específicos no marcados, para amplificar la 
secuencia de interés, y una sonda MGB (Minor Groove Binder) TaqMan® 
específica marcada con el fluoróforo 6-FAMTM en el extremo 5’ y un 
amortiguador de la fluorescencia no fluorescente (NFQ, Non Fluorescent 
Quencher) en el extremo 3’. Estos componentes venían formulados como una 
única mezcla 20X (sonda 250nM y cebadores 900nM cada uno, concentración 
final). Las sondas adquiridas, salvo la dirigida frente a GTF2H1, eran de tipo 
m, es decir, estaban diseñadas para hibridar en la zona de unión de dos 
exones, de manera que así se descartaba la emisión de fluorescencia como 
consecuencia de la amplificación de ADN genómico. La sonda dirigida frente a 
GTF2H1 era de tipo g, es decir, podía detectar ADN genómico. Las sondas 
empleadas fueron específicas de las siguientes moléculas: DCLRE1C, ERCC3, 
FLJ10858, GTF2H1, MLH1,  MSH4,  MSH6, NTHL1, PARP1, PARP3, PMS1, PPIA, 
PRKDC, TERT, TOP3B, TRF1, TRF2, XAB2 y XRCC5. 
 
 




Además de la sonda y los cebadores específicos, para realizar la amplificación 
se requirieron desoxinucleótidos, un tampón óptimo para la reacción y la 
enzima ADN polimerasa. Estos componentes se adquirieron de Applied 
Biosystems®, en forma de una mezcla de reacción llamada “TaqMan® Fast 
Universal PCR Master Mix (2X), No AmpErase® UNG”. La enzima incluida en 
esta mezcla era AmpliTaq Gold® y tenía la peculiaridad de activarse sólo a 
altas temperaturas, no requiriendo activación previa. La Tabla 16 muestra las 
cantidades de cada componente empleadas en la reacción de PCR cuantitativa 
a tiempo real. 
 
 
REACTIVOS VOLUMEN (µl)/ REACCIÓN 
Mezcla de los cebadores y la sonda 20X 1 µl 
TaqMan® Fast Universal PCR Master 
Mix (2X), No AmpErase® UNG 
10 µl 
Agua libre de nucleasas 8 µl 
ADN complementario 1 µl 
Volumen final 20 µl 
 
Tabla 16. Descripción de los reactivos y cantidades empleados en la reacción de PCR 
cuantitativa a tiempo real. 
 
 
Para llevar a cabo la reacción se partió de 20 ng de ADN complementario, 
siendo cantidad suficiente para obtener una detección óptima con todos los 
ensayos. Las amplificaciones de cada muestra se realizaron por duplicado y en 
una placa de 96 pocillos (“Optical 96-Well Fast Thermal Cycling Plate with 
Barcode”, de Applied Biosystems®). Asimismo, se incluyeron dos controles 
negativos por ensayo para confirmar que la amplificación obtenida era 
exclusivamente debida al ADN complementario de la muestra en estudio. 
 




Estos consistieron en agua libre de nucleasas, sonda y cebadores específicos 
del gen analizado y mezcla de reacción. Cada placa se repitió, al menos, dos 
veces. 
 
En la Tabla 17 queda reflejado el programa del termociclador empleado para 
llevar a cabo la amplificación. 
 
 
 TIEMPO TEMPERATURA NÚMERO DE CICLOS 













Tabla 17. Programa empleado en la amplificación por PCR cuantitativa a tiempo real. 
 
 
Para determinar si la sonda g dirigida frente a GTF2H1 detectaba ADN 
genómico, se realizó una RT en la que estaban presentes todos los 
componentes necesarios para que tuviera lugar la reacción, salvo la enzima 
transcriptasa reversa. A continuación, se comprobó que no había habido 
amplificación mediante el procedimiento descrito en el apartado                          
“8.2 Comprobación de la reacción de retrotranscripción” y se realizó una PCR 
cuantitativa a tiempo real. Al no detectarse emisión de fluorescencia, se 












8.4 ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS DE PCR 
CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
 
El procedimiento empleado para analizar los datos de PCR cuantitativa a 
tiempo real fue el método comparativo CT. Este método se basa en comparar 
los valores CT de la muestra de interés con el de un control o calibrador que, 
en nuestro caso, fue la mezcla de muestras no tumorales. Ambos CT fueron 
normalizados con PPIA, el gen de expresión constitutiva empleado en las 
matrices de ADN complementario. 
 
Las fórmulas para determinar los niveles de expresión del ARN mensajero de 
la muestra estudiada fueron las siguientes: 
[delta]CT muestra = CT muestra - CT endógeno 
[delta]CT calibrador = CT calibrador - CT endógeno 
[delta][delta]CT = [delta]CT muestra - [delta]CT calibrador 
RQ = 2 -[delta][delta]CT = número de veces que se expresa el gen de interés con 
respecto al calibrador. 
 
El valor de RQ del calibrador es 1. Está aceptado, de manera general, que la 
interpretación de los resultados sea la siguiente: 
• RQ < 0.5: expresión de ARN mensajero en la muestra tumoral, al 
menos, la mitad que en la mezcla control. 
• 0.5 ≤ RQ ≤ 2: expresión de ARN mensajero en la muestra tumoral 
similar a la mezcla control. 
• RQ > 2: expresión de ARN mensajero en la muestra tumoral, al menos,  




9. ACTIVIDAD TELOMERASA Y PARP3 
 
De los genes que mostraron diferencias significativas de expresión de ARN 
mensajero, en función de la actividad telomerasa, se profundizó en el estudio 
 




de PARP3. Éste se localiza en el brazo corto del cromosoma 3, región            
3p21.31-p21.1. Dicha región se ha relacionado con la carcinogénesis 
pulmonar, ya que las deleciones en 3p representan la alteración citogenética 
más frecuente en cáncer de pulmón. De hecho, alrededor del 75% de los 
CNMPs presentan delecionada esa zona. Asimismo, ha sido descrita la 
existencia, en dicha región, de genes supresores de tumores relacionados con 
la regulación negativa de la actividad telomerasa. Por todo ello, nos 
propusimos profundizar en el estudio PARP3. En primer lugar, se analizaron 
pérdidas de heterozigosidad (LOHs) en 2 marcadores polimórficos cercanos a 
PARP3. Seguidamente, se llevaron a cabo análisis de polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNPs) en dicho gen. Por último, se estableció un estudio in vitro 
para intentar determinar variaciones de actividad telomerasa en función de 
diferencias en la expresión de PARP3. 
 
 
9.1 DETERMINACIÓN DE PÉRDIDAS DE 
HETEROZIGOSIDAD (LOHs) EN LOCI CERCANOS A PARP3 
 
Debido a la no existencia de marcadores polimórficos en PARP3, cromosoma 
3p locus 51951401-51957921 (coordenadas VEGA), se realizó un ensayo de 
pérdidas de heterozigosidad en las regiones más cercanas al gen: loci 
51882304-51882524 y 52316909-5231713 (Figura 20). 
 
Los cebadores para analizar los marcadores polimórficos, D3S3026 y 
D3S3561, fueron sintetizados por la casa comercial Sigma® y sus secuencias 
fueron las siguientes: 
• D3S3026: 5’ GCATCTTTGGTCCCAGCTAC 3’ 
                      3’ TAAATGGAACACCCTGTGGT 5’ 
• D3S3561: 5’ TCCTGGGGACTGTGATG 3’ 
                      3’ GGTGACTGGAGGTTCAAG 5’ 
 
En el extremo 5’ del cebador adelantado se une un fluoróforo para su posterior 
detección. En el caso de D3S3026 fue 6-FAM y para D3S3561, TET. Debido a 
 




que la emisión de fluorescencia se produce a distinta longitud de onda, ambos 
marcadores pudieron ser analizados simultáneamente, si bien la reacción de 
amplificación se realizó por separado. Los tamaños de los fragmentos 




El ensayo se llevó cabo en 95 CNMPs, la serie completa investigada en esta 
Tesis. El estudio de pérdidas de heterozigosidad se realizó únicamente en las 
muestras informativas, es decir, aquellas en las que se detectó 
heterozigosidad, lo que se determinó por el diferente tamaño de los alelos del 
marcador correspondiente, cuando se analizaron las muestras no tumorales 
de cada paciente. De ahí, que el número de pacientes que formaron parte del 
estudio para el marcador D3S3026 fuera 64; en el caso del marcador 
D3S3561 fueron 69 y, cuando se estudiaron ambos simultáneamente, sólo 50 
pacientes pudieron ser evaluados. En las Tablas 18, 19 y 20 se resumen, 
Figura 20. A la izquierda, representación esquemática del brazo corto del cromosoma 3 
donde se encuentran el gen PARP3 y los marcadores empleados para el estudio de LOHs. 
Las flechas indican el loci de cada uno de ellos. A la derecha, ampliación de la zona donde 












respectivamente, las características clínico-patológicas de los tumores que 
formaron parte de cada grupo. 
 
  











Tipo histológico 64 
Adenocarcinoma 28 
Carcinoma epidermoide 34 











Tabla 18. Características clínico-patológicas de la población de 64 tumores de pulmón en 

































Tipo histológico 69 
Adenocarcinoma 26 
Carcinoma epidermoide 41 











Tabla 19. Características clínico-patológicas de la población de 69 tumores de pulmón en 
la que evaluó la existencia de LOHs en el locus D3S3561. 
 
 
Se emplearon 50 ng de ADN genómico para la amplificación del posible 
fragmento polimórfico con cada uno de los marcadores. Los reactivos y 
concentraciones de cada amplificación (Tabla 21), así como el programa del 
termociclador (Tabla 22) fueron los mismos para los análisis de los dos 
marcadores considerados. 
 
Tras las sucesivas amplificaciones, se realizó una electroforesis en geles de 
agarosa al 1.2% con TBE 1X y bromuro de etidio para poder visualizar las 
bandas. Se cargaron 5 µl de muestra junto al tampón de carga 1X. Como 
marcador de peso molecular, se emplearon 10 µg de ΦX 174 DNA/Hae III 
(Promega®). Los pesos moleculares del marcador son los siguientes: 118 pares 
de bases, 194 pares de bases, 234 pares de bases, 271 pares de bases, 281 
pares de bases, 310 pares de bases, 603 pares de bases, 872 pares de bases, 
1078 pares de bases y 1353 pares de bases. La electroforesis se desarrolló 
durante 30 minutos a 120V. 
 















Tipo histológico 50 
Adenocarcinoma 20 
Carcinoma epidermoide 29 













Para el análisis de LOHs, 1 µl de cada uno de los productos de la reacción de 
amplificación de los dos marcadores, se desnaturalizó con 25 µl de formamida 
desionizada (Applichem). Asimismo, se añadieron 0.5 µl de “GeneScanTM 500 
TAMRA SizeTM Standard” (Applied Biosystems®), marcador de peso molecular 
interno. La mezcla se analizó con el aparato Abi PrismTM 310 Genetic Analyser,  




Tabla 20. Características clínico-patológicas de la población de 50 tumores de pulmón en 
la que evaluó la existencia de LOHs en los loci D3S3026 y D3S3561. 
 




REACTIVOS (CASA COMERCIAL) VOLUMEN (µl)/ REACCIÓN 
10X Tampón sin MgCl2 (BiothermTM) 2 µl 
MgCl2 50 mM (BiothermTM) 1 µl 
Mezcla de dNTPs 10 mM (Promega®) 0.2 µl 
ADN polimerasa 5 U/µl (BiothermTM) 0.3 µl 
Cebador adelantado 2µM  (Sigma®) 2 µl 
Cebador retrasado 2µM (Sigma®) 2 µl 
Agua libre de nucleasas c.s.p. 20 µl 
Volumen final 20 µl 
 
Tabla 21. Reactivos y cantidades empleados en la reacción de amplificación de los 
marcadores polimórficos D3S3026 y D3S3561. Entre paréntesis figura la casa comercial 
de la que se adquirieron los distintos productos. 
 
 
 TIEMPO TEMPERATURA NÚMERO DE CICLOS 














Elongación final 7 minutos 72ºC 1 
 
Tabla 22. Programa empleado en la reacción de amplificación de los marcadores 
polimórficos D3S3026 y D3S3561. 
 
 




LOHs =     
       Fluorescencia Alelo 2 tumoral / Fluorescencia Alelo 1 tumoral 
Fluorescencia Alelo 2  no tumoral / Fluorescencia Alelo 1 no tumoral
9.1.1 ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS DE LOHs EN LOCI 
CERCANOS A PARP3  
 
Para el análisis de la posible pérdida de heterozigosidad se empleó el programa 
informático “310 GeneScan® 3.1”, de Applied Biosystems®. Se comparó cada 
muestra tumoral con su correspondiente muestra de tejido control. Se aplicó 
la siguiente fórmula: 
   
   
 
La interpretación de los resultados fue la siguiente: 
• 0.5 ≤ Cociente ≤ 1.5: el paciente no tenía LOHs en la muestra tumoral. 
• Cociente < 0.5 ó > 1.5: el paciente tenía LOHs en la muestra tumoral. 
 
 
9.2 DETERMINACIÓN DE POLIMORFISMOS DE UN SOLO 
NUCLEÓTIDO (SNPs) EN EL GEN PARP3 
 
El objetivo de estos ensayos fue comprobar si en el locus donde se sitúa PARP3 
existen polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs, Single Nucleotide 
Polymorphism) entre los pacientes con CNMP incluidos en esta Tesis.  
 
Para ello, se empleó el kit “TaqMan® SNP Genotyping Assays” de Applied 
Biosystems®. Este ensayo permite su detección y amplificación en muestras de 
ADN genómico. De esta manera, se puede genotipar a distintos individuos 
para un SNP específico.  
 
La casa comercial suministra los cebadores para la amplificación de la 
secuencia polimórfica de interés, así como dos sondas MGB TaqMan®. Una de 
ellas, marcada con el fluoróforo VICTM en el extremo 5’, detecta el alelo 1, el 
más común, y la otra, marcada con el fluoróforo 6-FAMTM en el extremo 5’,  
detecta el alelo 2. En el extremo 3’ de ambas sondas se encuentra NFQ. La 
detección está basada en la emisión de fluorescencia de ambas moléculas, a 
 




distintas longitudes de onda, al ser liberadas durante la amplificación del 
producto, como se describió en el apartado “8. Evaluación de los niveles de 





Se analizaron las muestras no tumorales de los 94 pacientes afectados de 
CNMP incluidos en esta Tesis. De uno de los pacientes no se dispuso de ADN 
de la muestra control para llevar a cabo este estudio. 
 
La mezcla de cebadores y sondas se preparó a la concentración requerida, 
20X, diluyéndola en TE (Tris-HCl 10mM y EDTA 1mM,  pH 8). Se emplearon 2 
sondas diferentes, correspondientes a 2 SNPs, que habían sido validadas por 
la casa comercial: 
• Localización: 51953367. Polimorfismo T/C. Rs 323868. La frecuencia 
de este polimorfismo había sido previamente analizada en una 
población caucásica de 62 individuos, siendo de un 3.2%. 
• Localización: 51957291. Polimorfismo T/C. Rs 188953. La frecuencia 
de este polimorfismo había sido previamente analizada en dos 
poblaciones europeas de 116 y 118 individuos, siendo de un 1% en 
ambos estudios. 
Figura 21. Ilustración de la reacción de discriminación alélica basada en la amplificación y 
detección con sondas marcadas con fluoróforos. La “F” y la “V” representan a los 





















Las concentraciones y componentes empleados en la reacción de amplificación 
y detección se detallan en la Tabla 23. 
 
 
REACTIVOS VOLUMEN (µl)/ REACCIÓN 
Mezcla de los cebadores y 
la sonda 20X 
0.5 µl 
TaqMan® Genotyping 
Master Mix  (Applied 
Biosystems®) 
5 µl 
ADN genómico diluido en 
agua libre de nucleasas  
 (20 ng) 
4.5 µl 
Volumen total 10 µl 
 




Las amplificaciones de cada muestra y cada sonda se realizaron por duplicado 
y en dos ensayos independientes en una placa de 96 pocillos (“Optical 96-Well 
Fast Thermal Cycling Plate with Barcode”, de Applied Biosystems®). Se 
incluyeron dos controles negativos por sonda ensayada para confirmar que la 
amplificación obtenida era exclusivamente debida al ADN genómico de la 
muestra en estudio. Estos consistieron en agua libre de nucleasas, sonda y 
cebadores específicos del SNP analizado y mezcla de reacción. 
 










 TIEMPO TEMPERATURA NÚMERO DE CICLOS 
Desnaturalización 
inicial 













Tabla 24. Programa empleado en la reacción de discriminación alélica por PCR. 
 
 
9.2.1 ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS DE SNPs EN EL GEN PARP3 
 
El análisis de los resultados se realizó con el programa informático “Sequence 
Detection System (SDS)” de Applied Biosystems®. Este programa mide la 
fluorescencia emitida por cada fluoróforo durante la reacción en cada pocillo y, 
de esta manera, determina qué genotipo presenta cada muestra. 
 
 
9.3 ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE TELOMERASA Y 
PARP3 UTILIZANDO LÍNEAS CELULARES DE CÁNCER NO 
MICROCÍTICO DE PULMÓN 
 
Para llevar a cabo los estudios in vitro de la actividad telomerasa y su posible 
regulación por la proteína PARP3, se dispuso de 2 líneas celulares humanas 
de CNMP: NCI-H522 (H522) y A549 (Figura 22). 
 
La línea celular H522 (número de la ATCC® CRL-5810TM) corresponde a un 
adenocarcinoma de estadio II de un varón caucásico de 60 años de edad. 
Posee una mutación en el codon 12 del gen K-ras y una mutación en el codon 
191 del gen p53. Son células incapaces de sintetizar el péptido neuromedina B 
y el péptido de liberación de gastrina. La tinción para keratina y vimentina es 
positiva pero son negativas para la tinción de la proteína neurofilamentosa. 
 




La línea celular A549 (número de la ATCC® (American Type Culture Collection) 
CCL-185TM) pertenece a un carcinoma de un varón caucásico de 58 años. Se 
aisló en 1972. Es positiva para la keratina, mediante la tinción con 




Los ensayos encaminados a determinar la posible influencia de PARP3 en la 
actividad telomerasa sólo pudieron realizarse en la línea celular A549. No se 
alcanzó una tasa de transfección óptima en las células H522, pese a que se 
emplearon distintos métodos. 
 
 
9.3.1 MANTENIMIENTO, PROPAGACIÓN, CONGELACIÓN Y 
DESCONGELACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR A549 
 
El medio de mantenimiento de la línea celular fue el recomendado por la 
ATCC®: medio Ham´s F12K con glutamina (Gibco®) suplementado con un 10% 
de suero fetal bovino (Gibco®), una mezcla de antibióticos y antimicóticos 1X 
(Gibco®) y plasmocin 5 µg/ml (Invivogen). 
 
La propagación de las células se realizó en un incubador a 37ºC y con un 5% 
de CO2. 
Figura 22. Líneas celulares H522 y A549 de CNMP.  
H522 A549
 




Cada vez que se cambiaba el medio a las células, se dividían o se preparaban 
para congelar, se lavaban con PBS 1X, preparado a partir de PBS 10X 
(Gibco®), al que se le añadía una mezcla de antibióticos y antimicóticos 1X, 
ajustándose el pH a 7-7.5 con NaOH 1N.  
 
Cuando las células presentaban un grado de confluencia mayor a un 90%, se 
dividían. Para ello, se lavaban con PBS 1X y, tras aspirarlo, se añadía 1 ml, 
aproximadamente, de tripsina (Gibco®) a cada plato. Se aspiraba ésta y se 
incubaban las células 1 ó 2 minutos a 37ºC. Una vez levantadas, se añadía 
medio y se repartían equitativamente en el número de platos deseado. 
 
Para congelar las células, una vez estuvieran a confluencia, se usó suero fetal 
bovino y DMSO (Sigma-Aldrich®) al 10%. Se lavaban y tripsinizaban, según lo 
descrito en los dos párrafos anteriores, y se añadía el suero con el DMSO a 
cada plato. La suspensión de células se recogía en unos viales, “CryoTubeTM 
Vials” (NuncTM), y se introducía a –80ºC usando un congelador especial, “Cryo 
1ºC Freezing Container” (Nalgene TM), que contenía isopropanol para que las 
células se congelasen paulatinamente. Tras 24 horas, las células se 
almacenaban en nitrógeno líquido. 
 
El proceso de descongelación se hacía rápidamente. Las células se sacaban del 
tanque de nitrógeno líquido y se descongelaban a 37ºC. Una vez estaban 
listas, se sembraban en los platos que contenían el medio, y se introducían en 
el incubador. Cuando las células estaban pegadas en el plato, se cambiaba el 
medio, previo lavado con PBS 1X, pues el DMSO es tóxico para las células. 
 
 
9.3.2 CARACTERIZACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR A549 
 
9.3.2.1 DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE ARN MENSAJERO DE 
PARP3  
 
Inicialmente, se evaluaron los niveles de expresión génica de PARP3 mediante 
PCR cuantitativa a tiempo real. Para ello, se sembraron las células y, una vez 
 




estuvieron a confluencia, se extrajo el ARN, aplicando el método descrito en el 
apartado “2.1 Extracción del ARN”. El precipitado obtenido se resuspendió en 
20 µl de agua libre de nucleasas. 
 
Para determinar los niveles de ARN mensajero, se siguió el protocolo descrito 
en el apartado “8. Evaluación de los niveles de expresión génica mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real”. Se emplearon los mismos controles negativos y el 
gen de referencia fue, nuevamente, PPIA. Los resultados se expresaron como 
[delta]CT, pues no había calibrador. 
 
9.3.2.2 DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE ACTIVIDAD TELOMERASA 
 
Para medir la actividad telomerasa de la línea celular A549, se empleó el 
método TRAP, descrito en el apartado “6. Ensayo de la medida de la actividad 
telomerasa”, con ligeras modificaciones. El kit usado fue “Telo TAGGG 
Telomerase PCR ELISAPLUS”, de Roche®. La variación que presenta este kit, es 
la presencia de una secuencia interna de 216 pares de bases que permite 
determinar si existen inhibidores de la enzima Taq ADN polimerasa en la 
muestra y, por tanto, evita falsos negativos. Además, permite cuantificar los 
niveles de actividad telomerasa, mientras que el otro método es 
semicuantitativo. 
 
La extracción de proteínas se realizó una vez estuvieron los platos a 
confluencia, siguiendo el protocolo descrito en el apartado “4. Extracción y 
valoración de proteínas”.  
 
Para determinar la actividad enzimática de telomerasa, se partió de 5 µg de 
extracto proteico. A diferencia del ensayo TRAP realizado en el apartado            
“6. Ensayo de la medida de la actividad telomerasa”, al extracto proteico y a la 
mezcla de reacción se le añadió la secuencia interna que, posteriormente, sería 
amplificada por la enzima polimerasa. Tras la reacción de amplificación, el 
producto resultante se separó en dos tubos, se desnaturalizó y se incubó cada 
uno con un tampón distinto: uno de ellos contenía la sonda que hibridaría con 
las secuencias teloméricas, si había habido elongación de éstas por parte de la 
 




enzima telomerasa; el otro contenía una sonda que hibradaría con la 
secuencia interna. A partir de aquí, el protocolo del ensayo es igual que el del 
kit “Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA”. 
 
Como controles negativos de la actividad telomerasa se emplearon, por un 
lado, el extracto proteico de la línea celular, tras tratarlo con ARNasas y calor, 
de la misma manera que se describió en el apartado “6. Ensayo de la medida 
de la actividad telomerasa”, para inactivar el componente ARN de la enzima 
telomerasa; por otro lado, se incluyó el tampón de lisis, que sustituyó a los 
extractos proteicos.  
 
Los controles positivos los suministró el kit y consistían en 8 repeticiones 
teloméricas, a distintas concentraciones. Estos, además, también actuaron 
como controles positivos de la amplificación de la secuencia interna. 
 
 
9.4. OBTENCIÓN DEL ADN COMPLEMENTARIO DE PARP3  
PARA TRANSFECTAR EN LA LÍNEA CELULAR A549 
 
Se adquirió un clon de bacterias transformadas con el plásmido que contenía 
la secuencia completa del gen PARP3, “UltimateTM ORF Clon” (InvitrogenTM). 
Este plásmido, llamado vector de entrada, posee la característica de poder 
recombinarse con un vector de destino (InvitrogenTM), esto es, el ADN 
complementario de PARP3 pasa del primer vector a un segundo vector que 
contiene un promotor de alta expresión para las células de mamíferos. Esta 
tecnología, denominada “Gateway® Technology”, se basa en el sistema de 
recombinación específica del bacteriófago lambda, que facilita la integración de 
lambda en el cromosoma de E. coli, de tal manera, que puede tener lugar un 
rápido y eficaz movimiento del gen objeto de estudio a diferentes vectores. La 
integración de lambda en el cromosoma de E. coli es mediante una reacción de 
recombinación intermolecular de ADN, mediada por proteínas de 
recombinación codificadas por ambos. En la Figura 23 se representa, 
esquemáticamente, la reacción de recombinación entre el vector de entrada y 
el vector de destino. 
 






9.4.1 ULTIMATETM ORF CLON DE PARP3 (CLON DE ENTRADA) 
 
El ADN complementario de PARP3 estaba contenido en un vector, denominado 
pENTRTM 221, y transformado en una cepa de E. coli llamada “T1-pHage 
Resistant E. coli”. Primeramente, se prepararon alícuotas para posteriores 
usos. A continuación, se crecieron estas bacterias en medio LB estéril y 
kanamicina y se purificó el plásmido que contenía el ADN complementario de 
PARP3. 
 
9.4.1.1 VECTOR DE ENTRADA pENTRTM221 
 
El vector de entrada contiene 2.546 nucleótidos, sin el inserto de ADN 
complementario de PARP3. Éste está formado por 1.602 nucleótidos, lo que 
hace un total de 4.148 nucleótidos. Las características principales de 
pENTRTM221 son las siguientes: 
Figura 23. Representación esquemática de la reacción de recombinación entre el vector de 
entrada, que contiene PARP3, y el vector de destino, que contiene un promotor de alta 
expresión para las células de mamíferos. Este proceso está mediado, en este caso, por una 
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• Secuencias rrnB de fin de la transcripción para evitar la expresión basal 
del gen objeto de estudio en las bacterias E. coli. 
• Secuencias attL1 y attL2, flanqueando al ADN complementario de 
PARP3,  para la recombinación en los lugares específicos con el vector 
de destino. 
• Gen de resistencia a kanamicina para seleccionar los clones de E. coli 
que contengan el vector de entrada.  
• Origen pUC para que exista una alta replicación y mantenimiento del 
plásmido en las bacterias. 
 














La secuencia de PARP3 incluida en el vector se corresponde con el ARN 
mensajero del tránscrito 3, isoforma corta, de este gen. A continuación, se 
muestra la secuencia de nucleótidos y su correspondencia con los 
aminoácidos que constituyen PARP3: 
ATGGCTCCAAAGCCGAAGCCCTGGGTACAGACTGAGGGCCCTGAGAAGAAGAAGGGCCGG   60 
M  A  P  K  P  K  P  W  V  Q  T  E  G  P  E  K  K  K  G  R     20 
 
CAGGCAGGAAGGGAGGAGGACCCCTTCCGCTCCACCGCTGAGGCCCTCAAGGCCATACCC   120 
Q  A  G  R  E  E  D  P  F  R  S  T  A  E  A  L  K  A  I  P      40 
 
GCAGAGAAGCGCATAATCCGCGTGGATCCAACATGTCCACTCAGCAGCAACCCCGGGACC   180 
A  E  K  R  I  I  R  V  D  P  T  C  P  L  S  S  N  P  G  T      60 
 
 
Figura 24. Mapa del vector de entrada pENTRTM 221. 
PARP3
attL2: bases 671-770attL1: bases 569-667
GEN DE RESISTENCIA A KANAMICINA:
bases 940-1749
ORIGEN pUC: bases 1870-2543
rrnB T1: bases 427-470
rrnB T2: bases 268-295 pENTRTM221
 




CAGGTGTATGAGGACTACAACTGCACCCTGAACCAGACCAACATCGAGAACAACAACAAC   240 
Q  V  Y  E  D  Y  N  C  T  L  N  Q  T  N  I  E  N  N  N  N      80 
 
AAGTTCTACATCATCCAGCTGCTCCAAGACAGCAACCGCTTCTTCACCTGCTGGAACCGC   300 
K  F  Y  I  I  Q  L  L  Q  D  S  N  R  F  F  T  C  W  N  R     100 
 
TGGGGCCGTGTGGGAGAGGTCGGCCAGTCAAAGATCAACCACTTCACAAGGCTAGAAGAT   360 
W  G  R  V  G  E  V  G  Q  S  K  I  N  H  F  T  R  L  E  D     120 
 
GCAAAGAAGGACTTTGAGAAGAAATTTCGGGAAAAGACCAAGAACAACTGGGCAGAGCGG   420 
A  K  K  D  F  E  K  K  F  R  E  K  T  K  N  N  W  A  E  R     140 
 
GACCACTTTGTGTCTCACCCGGGCAAGTACACACTTATCGAAGTACAGGCAGAGGATGAG   480 
D  H  F  V  S  H  P  G  K  Y  T  L  I  E  V  Q  A  E  D  E     160 
 
GCCCAGGAAGCTGTGGTGAAGGTGGACAGAGGCCCAGTGAGGACTGTGACTAAGCGGGTG   540 
A  Q  E  A  V  V  K  V  D  R  G  P  V  R  T  V  T  K  R  V     180 
 
CAGCCCTGCTCCCTGGACCCAGCCACGCAGAAGCTCATCACTAACATCTTCAGCAAGGAG   600 
Q  P  C  S  L  D  P  A  T  Q  K  L  I  T  N  I  F  S  K  E     200 
 
ATGTTCAAGAACACCATGGCCCTCATGGACCTGGATGTGAAGAAGATGCCCCTGGGAAAG   660 
M  F  K  N  T  M  A  L  M  D  L  D  V  K  K  M  P  L  G  K     220 
 
CTGAGCAAGCAACAGATTGCACGGGGTTTCGAGGCCTTGGAGGCGCTGGAGGAGGCCCTG   720 
L  S  K  Q  Q  I  A  R  G  F  E  A  L  E  A  L  E  E  A  L     240 
 
AAAGGCCCCACGGATGGTGGCCAAAGCCTGGAGGAGCTGTCCTCACACTTTTACACCGTC   780 
K  G  P  T  D  G  G  Q  S  L  E  E  L  S  S  H  F  Y  T  V     260 
 
ATCCCGCACAACTTCGGCCACAGCCAGCCCCCGCCCATCAATTCCCCTGAGCTTCTGCAG   840 
I  P  H  N  F  G  H  S  Q  P  P  P  I  N  S  P  E  L  L  Q     280 
 
GCCAAGAAGGACATGCTGCTGGTGCTGGCGGACATCGAGCTGGCCCAGGCCCTGCAGGCA   900 
A  K  K  D  M  L  L  V  L  A  D  I  E  L  A  Q  A  L  Q  A     300 
 
GTCTCTGAGCAGGAGAAGACGGTGGAGGAGGTGCCACACCCCCTGGACCGAGACTACCAG   960 
V  S  E  Q  E  K  T  V  E  E  V  P  H  P  L  D  R  D  Y  Q     320 
 
CTTCTCAAGTGCCAGCTGCAGCTGCTAGACTCTGGAGCACCTGAGTACAAGGTGATACAG   1020 
L  L  K  C  Q  L  Q  L  L  D  S  G  A  P  E  Y  K  V  I  Q      340 
 
ACCTACTTAGAACAGACTGGCAGCAACCACAGGTGCCCTACACTTCAACACATCTGGAAA   1080 
T  Y  L  E  Q  T  G  S  N  H  R  C  P  T  L  Q  H  I  W  K      360 
 
GTAAACCAAGAAGGGGAGGAAGACAGATTCCAGGCCCACTCCAAACTGGGTAATCGGAAG   1140 
V  N  Q  E  G  E  E  D  R  F  Q  A  H  S  K  L  G  N  R  K      380 
 
CTGCTGTGGCATGGCACCAACATGGCCGTGGTGGCCGCCATCCTCACTAGTGGGCTCCGC   1200 
L  L  W  H  G  T  N  M  A  V  V  A  A  I  L  T  S  G  L  R      400 
  
ATCATGCCACATTCTGGTGGGCGTGTTGGCAAGGGCATCTACTTTGCCTCAGAGAACAGC   1260 
I  M  P  H  S  G  G  R  V  G  K  G  I  Y  F  A  S  E  N  S      420 
 
AAGTCAGCTGGATATGTTATTGGCATGAAGTGTGGGGCCCACCATGTCGGCTACATGTTC   1320 








CTGGGTGAGGTGGCCCTGGGCAGAGAGCACCATATCAACACGGACAACCCCAGCTTGAAG   1380 
L  G  E  V  A  L  G  R  E  H  H  I  N  T  D  N  P  S  L  K      460 
 
AGCCCACCTCCTGGCTTCGACAGTGTCATTGCCCGAGGCCACACCGAGCCTGATCCGACC   1440 
S  P  P  P  G  F  D  S  V  I  A  R  G  H  T  E  P  D  P  T      480 
 
CAGGACACTGAGTTGGAGCTGGATGGCCAGCAAGTGGTGGTGCCCCAGGGCCAGCCTGTG   1500 
Q  D  T  E  L  E  L  D  G  Q  Q  V  V  V  P  Q  G  Q  P  V      500 
 
CCCTGCCCAGAGTTCAGCAGCTCCACATTCTCCCAGAGCGAGTACCTCATCTACCAGGAG   1560 
P  C  P  E  F  S  S  S  T  F  S  Q  S  E  Y  L  I  Y  Q  E      520 
 
AGCCAGTGTCGCCTGCGCTACCTGCTGGAGGTCCACCTCTAG   1602 
S  Q  C  R  L  R  Y  L  L  E  V  H  L  *      534 
 
 
9.4.1.2 T1-PHAGE RESISTANT E. coli 
 
El genotipo de las bacterias E. coli “T1-pHage Resistant” transformadas con el 
vector de entrada pENTRTM 221 es el siguiente: F-mcrA  (mrr-hsdRMS-mcrBC) 
g80lacZ   M15    lacX74 recA1 araD139    (ara-leu)7697 galU galK rposL (StrR) 
endA1 nupGλ- tonA (confiere resistencia a los fagos T1 y T5). 
 
9.4.1.3 PREPARACIÓN DE ALÍCUOTAS Y PROPAGACIÓN DEL VECTOR DE 
ENTRADA pENTRTM221 
 
Para preparar alícuotas de las bacterias E. coli “T1-pHage Resistant” 
transformadas con el vector de entrada pENTRTM 221, que contenía el ADN 
complementario de PARP3, y crecerlas, se partió de la alícuota madre 
adquirida de InvitrogenTM.   
 
Primeramente, se tomó una pequeña porción de esta alícuota madre y se 
sembró en una placa que contenía LB agar estéril (1L de LB: 10g NaCl, 10g de 
bacteriotriptona y 5g de extracto de levadura; concentración de agar: 1.5%) y 
kanamicina, a una concentración de 50 µg/ml. Se incubó a 37ºC durante una 
noche. Al día siguiente, se picó una colonia, la cual se inoculó en 5-10 ml de 
medio LB estéril con el mismo antibiótico y a la misma concentración referida 
anteriormente. Tras, aproximadamente, 6 horas, se mezclaron en una 
proporción 1:4 glicerol estéril y medio de cultivo, con las bacterias crecidas. 
Estas alícuotas se almacenaron a –80ºC en los mismos viales empleados para 
congelar la línea celular A549.  
 




El crecimiento de las bacterias para su propagación se realizó en 500 ml de LB 
estéril con kanamicina, a una concentración de 50 µg/ml, a 37ºC durante una 
noche. Se partió de una de las alícuotas obtenidas a partir de la colonia que se 
picó anteriormente. 
 
9.4.1.4 PURIFICACIÓN DEL VECTOR DE ENTRADA pENTRTM221 
 
Para purificar el vector pENTRTM 221 se empleó el kit “EndoFree® Plasmid 
Purification” de Qiagen, que suministró todos los tampones necesarios.  
 
Una vez estaba crecido el cultivo de bacterias, éstas se centrifugaron a 3.000 
r.p.m. durante 15 minutos a 4ºC. El pellet resultante se resuspendió en 10 ml 
de un tampón, denominado tampón P1 (Tris-HCl 50mM, EDTA 10mM y              
100 µg/ml RNAsa, pH 8). A continuación, se añadieron 10 ml de un segundo 
tampón, P2 (NaOH 200mM y SDS 1%), y se incubó a temperatura ambiente 5 
minutos, para que tuviera lugar la lisis de las bacterias. Tras la incubación, se 
añadieron al lisado 10 ml del tampón de neutralización P3 (Acetato potásico            
3M, pH 5.5) frío, se agitó y se vertió el contenido en una columna, 
incubándose, de nuevo, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. De esta 
manera, se separó un precipitado que contenía proteínas, ADN genómico y 
detergentes que, pasados los 10 minutos, se filtró, con ayuda de un émbolo, a 
un tubo de 50 ml.  
 
Se añadieron 2.5 ml de tampón ER (isopropanol y polietilen-glicol-octil-fenil 
éter), se agitó y se incubó en hielo 30 minutos. El lisado filtrado se pasó a otra 
columna que tenía un filtro en su parte final, donde se unió el ADN 
plasmídico, dejando que, por gravedad, se eliminasen el resto de los 
componentes. La columna fue, previamente, equilibrada con 10 ml de tampón 
QBT (NaCl 750mM, MOPS 50mM, isopropanol 15% y Tritón® X-100 0.15%,              
pH 7). Una vez se hubo vaciado, se lavó dos veces con 30 ml de un tampón de 
lavado llamado QC (NaCl 1M, MOPS 50mM e isopropanol 15%, pH 7), 
permitiendo que se eliminara por gravedad. El ADN plasmídico se eluyó con 15 
ml de tampón QN (NaCl 1.6M, MOPS 50mM e isopropanol 15%, pH 7), y se 
precipitó con 10.5 ml de isopropanol durante unas horas a –20ºC.  
 




Tras la precipitación, se centrifugó durante 30 minutos a 4ºC a una velocidad 
de 11.000 r.p.m. Finalizada ésta, se eliminó el sobrenadante y se lavó el 
precipitado dos veces con etanol al 70%, centrifugándose tras cada lavado a 
11.000 r.p.m. durante 10 minutos. El precipitado se secó a temperatura 
ambiente y se disolvió en 0.2 ml de TE libre de endotoxinas. 
 
La valoración del ADN plasmídico resultante se realizó según lo descrito en el 
apartado “3.2 Valoración del ADN”. 
 
 
9.4.2 VECTOR DE DESTINO pcDNA-DEST53 GATEWAY® 
 
El vector de destino, con el que se recombinó el vector pENTRTM 221, fue 
pcDNA-DEST53. Éste, de 7.767 nucleótidos, fue diseñado por InvitrogenTM 
para la expresión constitutiva y elevada de la proteína Cycle 3 GFP, forma 
mutante de GFP (Green Fluorescent Protein) fusionada con la proteína objeto 
de estudio, PARP3 en nuestro caso, en la mayoría de las células de mamíferos. 
Las principales características de este vector son: 
• Promotor del citomegalovirus humano (CMV) para conseguir una 
elevada expresión de la proteína de interés fusionada con Cycle 3 GFP. 
• Cycle 3 GFP fusionada con el extremo N-terminal de la proteína de 
interés, lo que permite visualizar en un microscopio de fluorescencia, 
con el filtro adecuado, la localización de la proteína objeto de estudio, 
así como la tasa de transfección. Asimismo, también se puede realizar 
la detección por Western-Blot o inmunocitoquímica empleando un 
anticuerpo antiCycle 3 GFP. 
• Secuencias attR1 y attR2 específicas para la recombinación con el 
vector de entrada. 
• Gen de resistencia a cloranfenicol y gen ccdB situado entre las 
secuencias anteriores, para la selección negativa tras la reacción de 
recombinación. 
• Secuencia de poliadenilación de la hormona bovina de crecimiento 
(BGH) para una adecuada terminación y procesamiento del tránscrito. 
 




• Promotor del virus SV40 seguido del gen de resistencia a neomicina 
para la creación de líneas celulares estables que expresen el antígeno T 
de SV40. 
• Origen pUC para que exista una alta replicación y mantenimiento del 
plásmido en las bacterias. 
• Gen de resistencia a ampicilina para la selección bacteriana. 
 





9.4.2.1 PREPARACIÓN DE ALÍCUOTAS Y PROPAGACIÓN DEL VECTOR DE 
DESTINO  pcDNA-DEST53 
 
Para preparar alícuotas del vector y propagarlo fue necesario, primeramente, 
transformar unas bacterias con él. Se empleó una cepa de E. coli denominada 
“One Shot® ccdB SurvivalTM T1-pHage Resistant Cells” (InvitrogenTM). Esta cepa 
tiene la peculiaridad de ser resistente a los efectos del gen ccdB. Su genotipo 
es el siguiente: F-mcrA    (mrr-hsdRMS-mcrBC) g80lacZ    M15    lacX74 recA1 
araD139    (ara-leu)7697 galU galK rposL (StrR) endA1 nupGλ- tonA::Ptrc-ccdA. 
Figura 25. Mapa del vector de destino pcDNA-DEST53. 
pcDNA-DEST53
GEN DE RESISTENCIA A 
NEOMICINA: bases 4472-5266
ORIGEN pUC: bases 5953-6626
GEN DE RESISTENCIA A 
AMPICILINA: bases 6771-7631
PROMOTOR CMV: bases 232-819
SV40 ORI: bases 4089-4397
REGIÓN DE POLIADENILACIÓN 
DE BGH: bases 3361-3588
GFP attR1 attR2GEN DE RESIST. A CLORANFENICOL Y GEN ccdB
905-1621    1643-1767                 1876-2535 y 2856-3161                                     3202-3326
 




Se emplearon 100 ng de pcDNA-DEST53, así como 10 ng de pUC19, vector 
control de la transformación incluido en el kit de las bacterias. Se 
descongelaron las bacterias en hielo y, una vez estuvieron listas, se añadió el 
ADN, cada uno a un tubo distinto de bacterias. Se incubaron los viales en 
hielo durante 30 minutos y, por último, se sometieron a un golpe de calor 30 
segundos a 42ºC en un baño. Finalmente, se dejaron en hielo 2 minutos, 
añadiendo, seguidamente, 0.25 ml de medio S.O.C. precalentado a 37ºC. Los 
viales se incubaron 1 hora a 37ºC con agitación.  
 
Una alícuota de bacterias transformadas con pcDNA-DEST53 se sembró en 
una placa de LB agar estéril con ampicilina y cloranfenicol. La concentración 
de estos antibióticos fue, respectivamente, 100 µg/ml y 30 µg/ml. Las 
bacterias transformadas con el vector pUC19 se sembraron sólo con 
ampicilina, a la misma concentración que las anteriores. Se incubaron ambas 
placas a 37ºC durante una noche. 
 
Al día siguiente, se evaluó si la transformación había sido exitosa, pues 
aparecían colonias en la placa sembrada con bacterias transformadas con el 
vector control. Se picó una colonia de la placa que contenía bacterias 
transformadas con pcDNA-DEST53 y se creció en medio LB estéril con los dos 
antibióticos indicados anteriormente y en las mismas concentraciones. A 
partir de esta colonia, se prepararon las alícuotas para su almacenamiento a  
–80ºC y se propagó y purificó el vector, según lo descrito en los apartados 
“9.4.1.3 Preparación de alícuotas y propagación de pENTRTM221” y            
“9.4.1.4 Purificación del vector de entrada pENTRTM221”, teniendo en cuenta 
que los antibióticos empleados para seleccionar las colonias transformadas 
fueron ampicilina y cloranfenicol, a las concentraciones ya referidas. 
 
 
9.4.3 REACCIÓN DE RECOMBINACIÓN ENTRE EL VECTOR DE 
ENTRADA pENTRTM221 Y EL VECTOR DE DESTINO pcDNA-DEST 53 
 
La reacción de recombinación entre el vector de entrada pENTRTM 221, que 
contenía el ADN complementario de PARP3, y el vector de expresión            
 




pcDNA-DEST53, que contenía un promotor de alta expresión, se realizó 
empleando una mezcla de enzimas y tampones suministrada por InvitrogenTM. 
Ésta estaba formada por proteínas implicadas en la recombinación del 
bacteriófago lambda, integrasa y excisionasa, y por el factor de integración del 
huésped, proteína codificada por E. coli. Todos los componentes venían ya 
formulados en un vial, “Gateway® LR ClonaseTM II Enzyme Mix 5X”. El kit 
incluía también una solución de proteinasa K, a una concentración de                  
2 µg/µl, y un control positivo de la reacción de recombinación, “pENTRTM-gus 
Positive Control”, a una concentración de 50 ng/µl. 
 
En la Tabla 25 se muestran los componentes y cantidades incluidos en un 
tubo de 1.5 ml para llevar a cabo la reacción de recombinación. Los tubos, que 
contenían los componentes descritos anteriormente, se incubaron a 25ºC 
durante 1 hora. Tras la incubación, se añadió a cada tubo 1 µl de la solución 









Vector de entrada 100 µg 100 µg 100 µg 
Vector de destino 150 µg 150 µg 150 µg 
Tampón TE, pH 8 c.s.p. 8 µl c.s.p. 10 µl c.s.p. 8 µl 
LR ClonaseTM II 




Volumen total 10 µl 10 µl 10 µl 
 
Tabla 25. Reactivos y cantidades empleados en la reacción de recombinación entre el 










9.4.3.1 PROPAGACIÓN DE LOS PRODUCTOS RESULTANTES DE LA 
REACCIÓN DE RECOMBINACIÓN 
 
Con los productos resultantes de la reacción de recombinación se transformó 
la cepa de bacterias E. coli  “One Shot® OmniMAXTM 2T1-pHage Resistant 
Cells”, adquirida de la casa comercial InvitrogenTM. El genotipo de esta cepa es 
el siguiente: F-(proAB+ lacIq lacZ   M15 Tn10(TetR)   (ccdAB)) mrcA   (mrr-
hsdRMS-mcrBC) g80(lacZ)   M15   (lacZYA-argF) U169 endA1 recA1 supE44 
thi-1 gyrA96 relA1 tonA panD. Esta cepa tiene la característica de ser sensible 
a los efectos del gen ccdB, por tanto, aquellas bacterias transformadas con el 
control negativo o con el vector de expresión no recombinado morirán. 
 
Sólo se transformaron el control positivo de la reacción de recombinación, 
pENTRTM 221 recombinado con pcDNA-DEST53, y el control positivo de la 
transformación, pUC19 DNA. El protocolo seguido, así como las cantidades  y 
reactivos empleados, fueron los descritos en el apartado “9.4.2.1 Preparación 
de las alícuotas y propagación de pcDNA-DEST53”.  
 
Las bacterias transformadas se sembraron en una placa de medio LB agar 
estéril y se crecieron a 37ºC durante una noche. El antibiótico de selección 
empleado fue ampicilina a una concentración de 100 µg/ml. 
 
Al día siguiente, tras comprobar que la transformación había funcionado, 
gracias al vector control de la transformación, se procedió a evaluar qué 
colonias habían integrado correctamente al vector pENTRTM 221 recombinado 
con pcDNA-DEST53. 
 
9.4.3.2 COMPROBACIÓN Y SELECCIÓN DE COLONIAS TRANSFORMADAS 
CON EL VECTOR DE ENTRADA pENTRTM 221 RECOMBINADO CON            
pcDNA-DEST53 
 
Primeramente, se seleccionaron colonias de las placas que contenían bacterias 
transformadas con el vector control positivo de la reacción de recombinación y 
el vector pENTRTM 221 recombinado con pcDNA-DEST53. Éstas se crecieron 
 




en 5-10 ml de medio LB estéril con ampicilina a una concentración de                 
100 µg/ml y, tras unas horas, se procedió a aislar el ADN plasmídico, 
empleando el kit de Qiagen “EndoFree® Plasmid Purification”. Se siguió el 
protocolo descrito en el apartado “9.4.1.4 Purificación del vector de entrada 
pENTRTM221”, con ligeras modificaciones.  
 
Se pipetearon 1.5 ml del cultivo bacteriano y se centrifugaron a 12.000 r.p.m. 
a temperatura ambiente. Se eliminó el sobrenadante, y se añadieron 300 µl 
del tampón P1, resuspendiendo el pellet. A continuación, se añadió el mismo 
volumen de los tampones P2 y P3 frío, tras lo que se incubaron 10 minutos en 
hielo. Se centrifugaron, de nuevo, a máxima velocidad durante 10 minutos y 
se procedió a precipitar el ADN plasmídico a partir del sobrenadante obtenido. 
Para ello, se añadió isopropanol, 0.7 ml, y se incubaron a –20ºC unas horas. 
Finalmente, los tubos se centrifugaron a velocidad máxima 10 minutos, a 
temperatura ambiente, y se lavó el precipitado resultante con etanol al 80% 
dos veces, centrifugándose entre cada lavado. El precipitado se secó y 
resuspendió en 20 µl de agua libre de nucleasas. 
 
El ADN plasmídico obtenido se valoró según lo descrito en el apartado         
“3.2 Valoración del ADN”. 
 
Para  seleccionar aquellas colonias en las que la reacción de recombinación 
entre los vectores objeto de interés hubiera funcionado, se transformó una 
cepa de E. coli, resistente a los efectos del gen ccdB, con el ADN plasmídico 
obtenido anteriormente, así como con el control negativo de la reacción y el 
control positivo de la transformación. La cepa seleccionada fue “One Shot® 
ccdB SurvivalTM T1-pHage Resistant Cells”, cuyo genotipo se describió en el 
apartado “9.4.2.1 Preparación de alícuotas y propagación de pcDNA-DEST53”. 
En este mismo apartado se describe el proceso de transformación y las 
cantidades y reactivos empleados. 
 
Las bacterias transformadas se crecieron en 5-10 ml de medio LB estéril con 
ampicilina y cloranfenicol a una concentración de 100 µg/ml y 30 µg/ml, 
 




respectivamente. Las bacterias transformadas con el vector pUC19 DNA se 
crecieron sólo con ampicilina, a la misma concentración que las anteriores. 
 
Los datos obtenidos de cada cultivo fueron los siguientes: 
• El crecimiento de las bacterias transformadas con el vector                     
pUC19 DNA nos indicó que la transformación había funcionado.  
• El crecimiento de las bacterias transformadas con el control negativo de 
la reacción de recombinación, nos indicó que el vector de expresión 
estaba bien y la expresión de los genes de resistencia a los antibióticos 
de selección era la adecuada. 
• El no crecimiento de las bacterias transformadas con el control positivo 
de la reacción de recombinación, nos indicó que, en la colonia 
seleccionada, la recombinación había funcionado y, por tanto, los 
reactivos y el experimento eran adecuados. 
• El no crecimiento de las bacterias transformadas con el vector  
pENTRTM 221 recombinado con pcDNA-DEST53, nos indicó que, en la 
colonia seleccionada, la recombinación se había producido y el ADN 
plasmídico que contenía era el adecuado para transfectar a la línea 
celular descrita en esta Tesis. 
 
Una vez se identificó la colonia de interés, se procedió a crecerla y a purificar 
el ADN  plasmídico. Se realizó en 500 ml de LB estéril con ampicilina a una 
concentración de 100 µg/ml, incubándose durante una noche a 37ºC.  
 
La purificación del plásmido se realizó según el protocolo descrito en el 
apartado “9.4.1.4 Purificación del vector de entrada pENTRTM221” y la 
valoración del ADN según el apartado “3.2 Valoración del ADN”. 
 
En la Figura 26 se muestra un mapa del vector final con el cual se transfectó 





















9.5 TRANSFECCIÓN TRANSITORIA DE LA LÍNEA CELULAR 
A549  
 
La transfección de A549 con el vector que contenía el ADN complementario de 
PARP3, pcDNA/GW-53/PARP3, se realizó mediante liposomas, empleando 
“LipofectamineTM 2000 Reagent”, de la casa comercial InvitrogenTM. Para ello, y 
siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial, se mezclaron 10 µl 
de lipofectamina con 0.25 ml de medio de transfección y se incubó 5 minutos 
a temperatura ambiente. El medio de transfección era el empleado para el 
mantenimiento y propagación de la línea celular pero sin suero fetal bovino, 
plasmocin y la mezcla de antibióticos y antimitóticos. Por otro lado, en el 
medio de transfección se diluyó la cantidad de ADN plasmídico a transfectar,  
4 µg. Este proceso se realizó de manera independiente para cada plato. Las 
cantidades de medio, lipofectamina y ADN plasmídico estaban condicionadas 
por la dimensión del plato, que era de 60x15 mm.  
 
Tras los 5 minutos de incubación, se mezcló la lipofectamina diluida con el 
ADN, también diluido, incubándose esta nueva mezcla 20 minutos a 
temperatura ambiente.  Finalmente, se añadieron a cada plato los complejos, 
permaneciendo en contacto con las células 5 horas en el incubador. Por 
Figura 26. Mapa del vector resultante tras la reacción de recombinación.   
pcDNA/GW-53/ PARP3
GEN DE RESISTENCIA A 
NEOMICINA: bases 4472-5266
ORIGEN pUC: bases 5953-6626
GEN DE RESISTENCIA A 
AMPICILINA: bases 6771-7631
PROMOTOR CMV: bases 232-819
SV40 ORI: bases 4089-4397
REGIÓN DE POLIADENILACIÓN 
DE BGH: bases 3361-3588
GFP attB1 attB2PARP3
 




último, se lavaron los platos con PBS 1X y se añadió medio, está vez, 
suplementado con todos los componentes. 
 
La transfección se realizó cuando las células presentaban un nivel de 
confluencia alrededor del 70%. Previamente, las células se lavaron con PBS 1X 
e incubaron con el medio de transfección.  
 
Debido a que se trataba de transfecciones transitorias, y a que se pretendía 
obtener ARN y proteínas a distintos tiempos, cada transfección se realizó en 
platos paralelos para obtener ARN y proteínas provenientes de una misma 
manipulación. Asimismo, como control, se transfectaron células con el vector 
de expresión no recombinado, pcDNA-DEST53. 
 
 
9.5.1 COMPROBACIÓN DE LA TRANSFECCIÓN 
 
Para comprobar si la transfección había funcionado correctamente, se 
determinaron los niveles de ARN mensajero de PARP3 en las células 
transfectadas y en las células sin transfectar.  
 
Se extrajo el ARN a las 24, 48 y 96 horas post-transfección. Tras su 
conversión a ADN complementario, éste se amplificó mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real. Se siguieron los pasos descritos en los apartados 
“2.1 Extracción del ARN” y “8. Evaluación de los niveles de expresión génica 
mediante PCR cuantitativa a tiempo real”. Como calibrador, se empleó el ADN 
complementario extraído de las células sin transfectar y el gen empleado para 
normalizar fue PPIA. De esta manera, se obtuvo el dato RQ, cuya 
interpretación es la misma que la descrita en el apartado “8.4 Análisis de los 
resultados de PCR cuantitativa a tiempo real”.  
 
El estudio de los niveles de ARN mensajero de PARP3 en células transfectadas 
con pcDNA-DEST53, nos permitió evaluar la posible influencia del vector de 
expresión en los niveles de dicho gen. 
 
 




La evaluación de los niveles de ARN mensajero en las células transfectadas se 
realizó por duplicado y en 3 ensayos independientes. 
 
 
9.6. DETERMINACIÓN DE LA INFLUENCIA DE PARP3 EN 
LA ACTIVIDAD TELOMERASA 
 
A las 24, 48 y 96 horas post-transfección, se recogieron las células y se 
extrajeron las proteínas, siguiendo el protocolo descrito en el apartado                
“4. Extracción y valoración de proteínas”. El ensayo TRAP se llevó a cabo de la 
misma manera que en la caracterización de la línea celular, incluyendo el 
empleo de los mismos controles (apartado “9.3.2.2 Determinación de los 
niveles de actividad telomerasa”).  
 
Se evaluó la actividad telomerasa de las células sin transfectar, células 
transfectadas con el vector pcDNA-DEST53 y células transfectadas con el 
vector pcDNA/GW-53/PARP3. El ensayo se realizó 4 veces, siendo la reacción 
de amplificación en cada determinación independiente. 
 
Para visualizar los productos resultantes de la elongación de la enzima 
telomerasa, se realizó una electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% con 
los productos resultantes de la reacción de amplificación, empleándose una 
cubeta vertical de tamaño maxi. En la Tabla 26 se describen los reactivos y 
cantidades empleados para la realización del gel. El tampón en el que se 
desarrolló la electroforesis fue TBE 0.5X. 
 
Se cargaron 20 µl de muestra junto a 4 µl del tampón de carga 1X. 
 
La duración de la electroforesis fue de, aproximadamente, 15 horas, siendo el 
voltaje 55V y desarrollándose a 4ºC. Tras ésta, se procedió a transferir los 
fragmentos separados a una membrana de nylon cargada positivamente. La 
transferencia fue por capilaridad. Tanto la transferencia como la fijación del 
ADN se realizó de la forma descrita en el ensayo de determinación de la 
 




longitud telomérica, apartado “5. Ensayo de medición de la longitud de los 
fragmentos teloméricos de restricción”. 
 
 
REACTIVOS GEL DE POLIACRILAMIDA AL 12% 
Agua millipore 23.2 ml 
40% de solución de 
Acrilamida/Bis 19:1 (BioRad) 
9 ml 
TBE 10X 3 ml 
Persulfato de amonio 10% 0.225 ml 
TEMED  0.022 ml 
 
Tabla 26. Composición y porcentaje del gel empleado en la electroforesis de los productos 




Una vez fijado el ADN, se lavó la membrana, 5 minutos y a temperatura 
ambiente, con una solución que contenía ácido maleico 0.1M, NaCl 0.15M y 
Tween 0.3%, pH 7.5. A continuación, se procedió a bloquearla con 50 ml de 
una solución de bloqueo 5X diluida en la solución de ácido maleico antes 
descrita. Para su preparación, se partió de la solución de bloqueo al 10% (p/v) 
diluida en la solución de ácido maleico. La solución de bloqueo original se 
adquirió de la casa comercial Roche®. La duración del bloqueo fue de 30 
minutos y se realizó a temperatura ambiente. 
 
Finalizado el bloqueo, la membrana se incubó con fosfatasa alcalina unida a 
estreptavidina, a una concentración final de 200 mU/ml, durante 30 minutos 
y a temperatura ambiente. La fosfatasa alcalina se diluyó en la solución de 
bloqueo 5X 1:5.000. Tras la incubación, se realizaron 2 lavados, de 15 
minutos cada uno, con la solución de ácido maleico. Por último, se equilibró la 
 




membrana durante 5 minutos con un tampón de detección formado por Tris-
HCl 0.1M y NaCl 0.1M, pH 9.5. El sustrato empleado en la detección fue CDP-
Star (Roche®). Éste se diluyó en el tampón de detección 1:10 y se incubó con la 
membrana durante 5 minutos. Para la detección quimioluminiscente se 
emplearon las películas “HyperfilmTM” de Amersham Bioscience®. 
 
 
9.6.1 ANÁLISIS DE LA INFLUENCIA DE PARP3 EN LA ACTIVIDAD 
TELOMERASA 
 
Una vez se obtuvieron los datos de actividad telomerasa, tanto a partir de 
células transfectadas con  pcDNA/GW-53/PARP3, como a partir de las células 
transfectadas con pcDNA-DEST53, se procedió a evaluar la posible influencia 
de PARP3 en la actividad telomerasa. Para ello, se estableció el siguiente ratio: 
Absorbancia de los extractos proteicos pcDNA/GW-53/PARP3 (24, 48 ó 96 h) 
Absorbancia de los extractos proteicos pcDNA-DEST53 (24, 48 ó 96 h) 
 
De esta manera, se minimizaron los errores de eficiencia inter-experimental, 
pues cada repetición de la reacción de amplificación de los fragmentos 
teloméricos se realizó de manera independiente. Además, también se 
consideraban las posibles alteraciones que el vector pcDNA-DEST53 podría 
estar causando en la actividad telomerasa. 
 
La interpretación de los resultados fue la siguiente: 
• Ratio > 1: las células transfectadas con el ADN complementario de 
PARP3 presentaban mayor actividad telomerasa que las transfectadas 
con el vector control.  
• Ratio < 1: las células transfectadas con el ADN complementario de 
PARP3 presentaban menor actividad telomerasa que las transfectadas 










10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
 




10.1 ESTUDIO DE LA FUNCIÓN TELOMÉRICA Y SU 
RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS 
 
10.1.1 ESTUDIO DE LA FUNCIÓN TELOMÉRICA 
 
Para estudiar las diferencias entre la longitud de los telómeros en las 
muestras no tumorales y las tumorales se aplicó la prueba t de Student. Así, 
se determinó si existían diferencias significativas entre ambas poblaciones, 
con respecto a la longitud de los telómeros. Para el estudio de correlaciones se 
aplicó el coeficiente de correlación de Pearson. Se consideró que ambas 
poblaciones eran estadísticamente diferentes y presentaban asociación, 
respectivamente, si P < 0.05 para ambos análisis. 
 
Para estudiar si existía alguna diferencia en la longitud de los fragmentos 
teloméricos entre las muestras tumorales, dependiendo de si se detectó o no 
actividad telomerasa, se aplicó la prueba t de Student para comparar las 
medias de longitud de cada población. Se consideró que existían diferencias 
significativas entre las dos poblaciones si el nivel de significación (P) era 
inferior a 0.05. 
 
 
10.1.2 ESTUDIO DE LA FUNCIÓN TELOMÉRICA Y SU RELACIÓN CON 
VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS 
 
Se analizó la posible influencia del estatus telomérico y de la actividad de la 
enzima telomerasa en relación con diferentes variables clínico-patológicas: la 
 




probabilidad de recidiva, el tipo histológico, los distintos estadios, el tamaño 
del tumor, el grado de infiltración ganglionar y la presencia de metástasis.  
 
El estudio del estatus telomérico y su relación con variables clínico-patológicas 
se realizó a partir del ratio TRF T/TRF N. Se comprobó la distribución de esta 
población mediante el estadístico Shapiro-Wilk, en función de la recurrencia 
tumoral y la metástasis y, al no seguir una distribución normal, se empleó la 
prueba U de Mann-Whitney. La evaluación del tipo histológico, tamaño del 
tumor y estadio se realizó mediante la prueba de ANOVA, tras realizar el 
análisis de homocedasticidad y comprobar que las varianzas eran iguales. Se 
consideró que existían diferencias significativas entre las poblaciones si               
P < 0.05. 
 
Para evaluar la implicación de la actividad telomerasa en las distintas 
variables clínico-patológicas, se realizó un estudio de frecuencias y se empleó 
la prueba Chi-cuadrado para determinar si, efectivamente, esta enzima 
condicionaba, de alguna manera, estos parámetros. Se consideró que existían 
diferencias significativas entre las poblaciones si P < 0.05. 
 
Se llevaron a cabo estudios de supervivencia en relación con la función 
telomérica. Para ello, se consideró el intervalo libre de enfermedad (ILE), esto 
es, el tiempo transcurrido desde la resección quirúrgica del tumor hasta la 
aparición de recidivas. Únicamente se incluyeron en el estudio los pacientes 
que habían sido sometidos a cirugía con intención curativa (pacientes con 
tumores correspondientes a estadios I, II y IIIA). Asimismo, se eliminaron del 
estudio a los pacientes fallecidos durante el post-operatorio o de los que se 
desconocía si el tumor había, realmente, recidivado o no. 
 
Se empleó el estimador de Kaplan-Meier y la comparación entre las curvas de 
supervivencia se realizó con la prueba de rangos logarítmicos (Log Rank), 
considerándose que existían diferencias significativas entre las poblaciones 
estudiadas si P < 0.05. 
 
 




Para determinar que el acortamiento de las secuencias teloméricas, con 
respecto a su correspondiente muestra control, constituía un factor de mal 
pronóstico independiente, se realizó el análisis multivariable de Cox. Se evaluó 
el impacto pronóstico del acortamiento telomérico frente al estadio, incluyendo 
sólo estadios inferiores a IIIB, y la infiltración ganglionar, pues eran los 
parámetros que mostraron un nivel de significatividad estadística inferior a 
0.1 en relación a la supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad. 
Se consideró que el acortamiento telomérico era un factor de mal pronóstico 
independiente si P < 0.05. 
 
 
10.2 ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL ADN 
MEDIANTE MATRICES DE ADN COMPLEMENTARIO 
 
Para el estudio estadístico de los datos obtenidos a partir de las matrices de 
ADN complementario se emplearon las unidades arbitrarias dadas por el 
programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray. A partir de 
ellas, se realizó el estudio de normalidad, mediante el estadístico Shapiro-Wilk, 
de las distintas poblaciones consideradas: aquella que mantenía la longitud de 
los fragmentos teloméricos en la muestra tumoral con respecto a la muestra 
no tumoral, la que los acortaba significativamente, la población en la que se 
detectó actividad telomerasa y la población en la que no.  
 
En función de los resultados obtenidos, se aplicó el  estadístico t de Student, si 
las poblaciones seguían una distribución normal, o la prueba no paramétrica 
U de Mann-Whitney. Se consideró que los resultados eran estadísticamente 












10.3 ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL ADN 
MEDIANTE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
 
El análisis estadístico, en este caso, se realizó a partir de los resultados 
expresados como [delta][delta]CT, es decir, el número de ciclos del gen objeto de 
estudio normalizado con PPIA y calibrado con la mezcla de muestras no 
tumorales. El empleo de este valor, en lugar de RQ, es debido a que los datos 
expresados como [delta][delta]CT son lineales, característica básica para poder 
realizar un estudio estadístico, mientras que los valores RQ siguen una 
distribución exponencial. El resultado final se expresó como RQ. 
 
 
10.3.1 RELACIÓN ENTRE LOS VALORES DE EXPRESIÓN GÉNICA Y 
LAS VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS 
 
Analizamos la relación existente entre los niveles de expresión de los genes 
estudiados y las distintas variables clínico-patológicas evaluadas en esta 
Tesis: la probabilidad de recidivas, el tipo histológico, los distintos estadios, el 
tamaño del tumor, la infiltración ganglionar y la presencia de metástasis. 
                                        
La evaluación de la expresión y la recurrencia y metástasis se realizó 
aplicando las pruebas t de Student o U de Mann-Whitney, en función de si la 
población objeto de estudio seguía una distribución normal o no normal, 
respectivamente. La relación entre la expresión de ARN mensajero de los genes 
estudiados y el estadio, tamaño del tumor y grado de infiltración ganglionar se 
realizó mediante una prueba ANOVA, tras realizar el análisis de 
homocedasticidad y comprobar que las varianzas eran iguales. Se estableció 
como límite de significatividad P < 0.05. 
 
El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, se 
realizó de la misma manera que la descrita en el apartado “10.1.2 Estudio de 
la función telomérica y su relación con variables clínico-patológicas”.  
 
 




10.3.2 RELACIÓN ENTRE LOS VALORES DE EXPRESIÓN GÉNICA Y 
LA FUNCIÓN TELOMÉRICA  
 
En primer lugar, se evaluó la posible correlación entre la expresión de ARN 
mensajero de los genes estudiados y la longitud de los telómeros en la muestra 
tumoral. Para ello, comprobamos si las distintas poblaciones seguían una 
distribución normal con el estadístico Shapiro-Wilk, aplicándose, finalmente, la 
prueba estadística Rho de Spearman, pues la  población “longitud de los 
fragmentos teloméricos en la muestra tumoral” no seguía una distribución 
normal. Se consideró la existencia de correlación entre ambos parámetros si el 
nivel de significación era inferior a 0.05. 
 
Asimismo, se evaluó la expresión génica en relación con el tamaño de los 
fragmentos teloméricos, en función de si la muestra tumoral mostraba 
mantenimiento o acortamiento significativo de los telómeros con respecto a su 
correspondiente muestra no tumoral, y con respecto a la actividad telomerasa, 
en función de la detección o no de actividad enzimática en la muestra tumoral. 
Para determinar si existían diferencias de expresión de los ARNs mensajeros 
de los genes estudiados entre las poblaciones anteriormente señaladas, 
primeramente, se comprobó si cada una de ellas seguía una distribución 
normal. En caso afirmativo, se comparó el valor medio [delta][delta]CT de los 
genes utilizando el estadístico t de Student. Si las poblaciones no seguían una 
distribución normal, se aplicó la prueba U de Mann-Whitney. En ambos casos, 
se consideró que existían diferencias significativas entre las poblaciones si        














10.4 ANÁLISIS DE LOHs EN LOCI CERCANOS A PARP3  
 
10.4.1 ESTUDIO DE LOHs Y SU RELACIÓN CON LA ACTIVIDAD 
TELOMERASA Y LA  EXPRESIÓN GÉNICA DE PARP3  
 
El estudio de LOHs en los loci D3S3026 y D3S3561 en las muestras tumorales 
se realizó sólo en aquellos casos que resultaron informativos.  
 
El impacto de LOHs sobre la actividad telomerasa se evaluó mediante un 
análisis de frecuencias, empleando la prueba Chi-cuadrado.  
 
Para investigar la posible influencia sobre la expresión de PARP3 de la 
existencia de LOHs en los loci estudiados, se analizó, en primer lugar, la 
distribución de la población, con respecto a los LOHs, de los niveles de 
expresión de ARN mensajero de PARP3, mediante el estadístico Shapiro-Wilk. 
Al seguir una distribución normal en todos los casos, se aplicó la prueba t de 
Student para determinar posibles diferencias entre la población con LOHs y la 
población sin LOHs, en función de los niveles de expresión génica de PARP3. 
Se consideró que existían diferencias estadísticamente significativas si                 
P < 0.05. 
 
 
10.4.2 ESTUDIO DE LOHs Y SU RELACIÓN CON VARIABLES                  
CLÍNICO-PATOLÓGICAS 
 
La evaluación de LOHs y su posible impacto en las variables                         
clínico-patológicas incluidas en esta Tesis, se realizó mediante un estudio de 
frecuencias aplicando la prueba Chi-cuadrado. Se consideraron poblaciones 
estadísticamente diferentes si P < 0.05. 
 
El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, se 
realizó de la forma descrita en el apartado “10.1.2 Estudio de la función 
telomérica y su relación con variables clínico-patológicas”.  
 




10.5 ANÁLISIS DE SNPs EN EL GEN PARP3 
 
Para evaluar la posible implicación de SNPs en el gen PARP3 en la actividad de 
la enzima telomerasa se realizó un estudio de frecuencias, aplicando el 
estadístico Chi-cuadrado. Se consideró que existían diferencias significativas 
entre la población con SNPs y aquella que carecía de ellos si P < 0.05. 
 
 
10.6 ANÁLISIS DE LA INFLUENCIA DE PARP3 EN LA 
ACTIVIDAD TELOMERASA 
 
Las diferencias entre los ratios obtenidos a distintos tiempos post-transfección 
se evaluaron con el estadístico t de Student o U de Mann-Whitney, 
dependiendo de si las poblaciones seguían una distribución normal o no, 
respectivamente. Se consideró que las diferencias eran estadísticamente 




































1. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN TELOMÉRICA EN 
CÁNCER NO MICROCÍTICO DE PULMÓN Y SU 
RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO-
PATOLÓGICAS 
 
1.1 ESTUDIO DE LA FUNCIÓN TELOMÉRICA 
 
Se analizó la función telomérica de 95 pacientes, lo que incluyó el análisis de 
la longitud de los fragmentos teloméricos de restricción y la actividad 
telomerasa en las muestras tumorales y en sus correspondientes controles de 
tejido no tumoral. 
 
El resultado global de la medida de la longitud de los telómeros en las 
muestras no tumorales fue 8.19 Kb (7.80 – 8.57 Kb, intervalo de confianza del 
95% para la media) y 7.79 Kb (7.21 – 8.37 Kb, intervalo de confianza del 95% 
para la media) en las muestras tumorales, no siendo significativa la diferencia 
entre ambas poblaciones (P = 0.298, según la prueba t de Student) (Figura 27). 
Tomando como referencia  las muestras control, el ratio de la longitud de los 
telómeros en las muestras tumorales (TRF T/TRF N) fue 0.97 (0.90 – 1.04, 
intervalo de confianza del 95% para la media). 
 
Se observó una correlación significativa y positiva entre la longitud de los 
telómeros de las muestras no tumorales y las tumorales (P < 0.001, según el 
coeficiente de correlación de Pearson) (Figura 28). 
 
En la Figura 29 se muestra un ejemplo de un Southern-blot a partir del cual 
se midieron los fragmentos de restricción en las muestras tumorales y no 
tumorales incluidas en este estudio. 
 
En cuanto a la actividad de la enzima telomerasa, ésta se detectó en 79 
tumores (83.2%), frente a 16 casos (16.8%) que no mostraron actividad 







Figura 28. Diagrama de dispersión en el que se muestran las longitudes de los telómeros 
de los 95 pacientes, tanto en las muestras no tumorales como en las tumorales, en 
Kilobases. 















































































































































Figura 27. Diagrama de cajas donde están representadas las longitudes de los fragmentos 
teloméricos de restricción (TRF), en Kilobases (Kb), de los 95 pacientes analizados en 
esta Tesis, tanto en las muestras no tumorales (izquierda) como en las tumorales 
(derecha). En el diagrama están representados los valores extremos, la mediana y las 
muestras cuyas longitudes superan en 2 veces la desviación típica (situadas por encima 








No se observaron diferencias significativas en la longitud de los telómeros 
entre los tumores con actividad telomerasa y los que resultaron negativos            
(P = 0.399, aplicando la prueba t de Student). En el primer caso, la media de la 
longitud de los fragmentos teloméricos de restricción fue 7.82 Kb (7.20 – 8.43 
Kb, intervalo de confianza del 95% para la media), mientras que los tumores 
sin actividad telomerasa mostraron una longitud media de 7.88 Kb               
(5.99 – 9.76 Kb, intervalo de confianza del 95% para la media)                
(Figura 30). Expresados estos resultados como TRF T/TRF N, se obtuvieron los 
siguientes valores medios: los tumores en los que se detectó actividad 
enzimática presentaron un TRF T/TRF N medio de 0.98  (0.91 – 1.06, intervalo 
Figura 29. Ejemplo de Southern-blot de ADN telomérico de pacientes afectados por CNMP. 
En el lado izquierdo se muestra el marcador de peso molecular (PM) empleado para 
determinar la longitud de los fragmentos teloméricos de las distintas muestras, con sus 
correspondientes valores expresados en Kilobases (Kb). A continuación, aparecen los 
fragmentos teloméricos de distintos pacientes (Pac, paciente; T, muestra tumoral; N, 






de confianza del 95% para la media), frente a 0.92 (0.77 – 1.06, intervalo de 















Figura 30. Diagrama de cajas donde están representadas las longitudes de los fragmentos 
teloméricos de restricción (TRF) de los 95 tumores analizados en esta Tesis, en función 
de si se ha detectado (derecha) o no (izquierda) actividad telomerasa. En el diagrama 
están representados los valores extremos, la mediana y las muestras cuyas longitudes 








MEDIA TRF EN Kb (Intervalo de 
confianza del 95% en Kilobases) 
Media de la longitud de los fragmentos 
teloméricos de restricción de las 
muestras no tumorales 
8.19 (7.80 – 8.57) 
Media de la longitud de los fragmentos 
teloméricos de restricción de las 
muestra tumorales 
7.79 (7.21 – 8.37) 
Media de la longitud de los fragmentos 
teloméricos de restricción de las 
muestra tumorales en las que no se 
detectó actividad telomerasa 
7.86 (5.99 – 9.76) 
Media de la longitud de los fragmentos 
teloméricos de restricción de las 
muestra tumorales en las que se 
detectó actividad telomerasa 
7.77 (7.18 – 8.39) 
 
 
FUNCIÓN TELOMÉRICA TRF T/TRF N MEDIO 
TRF T/TRF N medio 0.97 (0.90 – 1.04) 
TRF T/TRF N medio de las muestras 
tumorales en las que no se detectó 
actividad telomerasa  
0.98 (0.90 – 1.06) 
TRF T/TRF N medio de las muestras 
tumorales en las que se detectó 
actividad telomerasa 
0.92 (0.77 – 1.06) 
 
Tabla 27. Resumen de los datos de TRF medios, en Kilobaes, obtenidos a partir de la 
población de 95 pacientes analizada en esta Tesis.  
Tabla 28. Resumen de los datos del ratio medio TRF T/TRF N obtenidos a partir de la 






1.2 ESTUDIO DEL ESTATUS TELOMÉRICO Y SU 
RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS  
 
Tras analizar el estatus telomérico en los 95 pacientes afectados de CNMP, se 
procedió a evaluar la posible relación entre éste y las variables                    
clínico-patológicas.   
 
El estudio del estatus telomérico y el estadio tumoral reveló que los tumores 
de estadio IV tenían más acortadas las secuencias teloméricas que los tumores 
del resto de los estadios, si bien estas diferencias no fueron significativas         
(P = 0.439, aplicando la prueba ANOVA). El ratio TRF T/TRF N medio en el 
primer caso fue de 0.80 (0.47 – 1.13, intervalo de confianza del 95% para la 
media) y para el resto de los estadios fueron los siguientes: 0.94 (0.87 – 1.01, 
intervalo de confianza del 95% para la media) para el estadio I, 0.98                  
(0.65 – 1.31, intervalo de confianza del 95% para la media) para el estadio II, 
1.06 (0.90 – 1.23, intervalo de confianza del 95% para la media) para el 
estadio IIIA y 0.91 (0.22 – 1.59, intervalo de confianza del 95% para la media) 
para el estadio IIIB (Figura 31A). 
 
Los tumores de mayor tamaño (T4) también mostraron secuencias teloméricas 
más cortas que aquellos de tamaños T1, T2 o T3, siendo significativas las 
diferencias encontradas entre las 4 poblaciones estudiadas (P = 0.017, 
aplicando la prueba ANOVA). El valor medio del ratio TRF T/TRF N en los 
tumores de menor tamaño (T1) fue 1.02 (0.83 – 1.21, intervalo de confianza 
del 95% para la media); en los tumores de tamaño T2 fue 0.92 (0.85 – 0.99, 
intervalo de confianza del 95% para la media); en los tumores clasificados 
como T3 fue 1.18 (0.96 – 1.41, intervalo de confianza del 95% para la media) y 
en los tumores de mayor tamaño (T4) fue 0.82 (0.44 – 1.20, intervalo de 
confianza del 95% para la media) (Figura 31B). 
 
Con respecto a la infiltración ganglionar, no se encontraron diferencias 
significativas en cuanto a la longitud de las secuencias teloméricas (P = 0.787, 






no dieron lugar a infiltración ganglionar fue 0.97 (0.89 – 1.04, intervalo de 
confianza del 95% para la media); en los tumores con infiltración de grado N1 
fue 1.05 (0.77 – 1.33, intervalo de confianza del 95% para la media) y en los 
tumores N2 fue 0.97 (0.90 – 1.04, intervalo de confianza del 95% para la 
media) (Figura 31C). 
 
Figura 31. Diagramas de cajas en los que se representan los ratios TRF T/TRF N en la 
población de 95 CNMPs estudiada en esta Tesis, en función de: A) Estadio tumoral;                
B) Tamaño del tumor; C) Grado de infiltración ganglionar. En los diagramas están 
representados los valores extremos, la mediana y las muestras cuyas longitudes superan 




























































Teniendo en cuenta el tipo histológico, tampoco se encontraron diferencias 
significativas en función del estatus telomérico (P = 0.315, aplicando la prueba 
ANOVA), pero cabe destacar el hecho de que los carcinomas indiferenciados de 
célula grande tenían un ratio TRF T/TRF N medio claramente disminuido con 
respecto a los tipos histológicos carcinoma epidermoide y adenocarcinoma, lo 
que significa que la longitud de sus telómeros era menor que en los otros dos 
tipos histológicos. Los primeros presentaban un ratio medio de 0.73              
(0.51 – 0.95, intervalo de confianza del 95% para la media), mientras que los 
tumores de tipo carcinoma epidermoide y adenocarcinoma tenían, como 
media, un ratio de 0.99 (0.90 – 1.09, intervalo de confianza del 95% para la 
media) y 0.97 (0.86 – 1.08, intervalo de confianza del 95% para la media), 
respectivamente (Figura 32A). 
 
Con respecto a la recurrencia tumoral, no se observaron diferencias 
significativas en cuanto a la longitud de los telómeros en las dos poblaciones 
estudiadas (P = 0.161, aplicando la prueba U de Mann-Whitney). El grupo de 
tumores que no recidivó tenía un ratio TRF T/TRF N de 1.00 (0.91 – 1.08, 
intervalo de confianza del 95% para la media) y el grupo que dio lugar a 
recurrencias durante el periodo de seguimiento de la serie, de 0.96                  
(0.83 – 1.10, intervalo de confianza del 95% para la media) (Figura 32B).  
 










































Figura 32. Diagramas de cajas en el que se representan los ratios TRF T/TRF N en la 
población de 95 CNMPs estudiada en esta Tesis, en función de: A) Tipo histológico del 
tumor (AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma epidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado 
de célula grande. B) Recidiva tumoral. En los diagramas están representados los valores 










































LONGITUD DE LOS TELÓMEROS (Kb)  
(Intervalo de confianza del 95% en Kb) 
 









95  0.665  0.439 
I 51 8.05  
(7.55 - 8.55) 
 
7.42  
(6.81 - 8.03) 
 
II 7 8.01  
(6.72 - 9.29) 
 
8.05  
(4.29 - 11.81) 
 
IIIA 29 8.45  
(7.72 - 9.19) 
 
8.62  
(7.43 - 9.81) 
 
IIIB 4 7.51  
(6.65 - 8.37) 
 
6.87  
(1.25 - 12.49) 
 
IV 4 9.14  
(2.46 – 15.83) 
 
7.78  
(-1.25 - 16.82) 
 
Tamaño 
95  0.401  0.005 
T1 8 7.43  
(5.88 - 8.97) 
 
7.52  
(5.65 - 9.39) 
 
T2 63 8.25  
(7.79 - 8.71) 
 
7.44  
(6.83 - 8.06) 
 
T3 18 8.58  
(7.42 - 9.73) 
 
9.86  
(8.07 - 11.65) 
 
T4 6 7.47  
(6.87 - 8.08) 
 
6.16  
(3.06 - 9.26) 
 
Infiltración ganglionar 
95  0.999  0.603 
N0 65 8.20  
(7.71 - 8.69) 
 
7.79 
(7.13 - 8.44) 
 
N1 9 8.18  
(7.15 - 9.20) 
 
8.71  
(5.79 - 11.63) 
 
N2 21 8.18  
(7.30 - 9.07) 
 
7.57  
(6.14 - 9.00) 
 
Tipo histológico 
95  0.271  0.345 
Adenocarcinoma 38 8.53  
(7.84 - 9.22) 
 
8.24  
(7.17 - 9.32) 
 
Carcinoma epidermoide 53 7.91  
(7.43 - 8.40) 
 
7.64  
(6.92 - 8.36) 
 
Carcinoma 






(7.64 - 9.69) 
  
6.31 
(4.46 - 8.16) 
 
Recidiva 
90  0.698  0.707 
Positiva 29 8.26  
(7.59 - 8.94) 
 
7.74  
(6.76 - 8.72) 
 
Negativa 61 8.19             
(7.67 - 8.71) 
 
8.04  
(7.26 - 8.81) 
 
  
Tabla 29. Resumen de los datos de longitud telomérica media en las muestras no 
tumorales y tumorales de los 95 casos de CNMP estudiados en esta Tesis, en función de 






VARIABLE Nº DE CASOS 
TRF T/TRF N 
(Intervalo de confianza del 95% ) 
P 
Estadio 95  0.439 
I 51 0.94 (0.87 - 1.01)  
II 7 0.98 (0.65 - 1.31)  
IIIA 29 1.06 (0.90 - 1.23)  
IIIB 4 0.91 (0.22 - 1.59)  
IV 4 0.80 (0.47 - 1.13)  
Tamaño 95  0.017 
T1 8 1.02 (0.83 - 1.21)  
T2 63 0.92 (0.85 - 0.99)  
T3 18 1.18 (0.96 - 1.41)  
T4 6 0.82 (0.44 - 1.20)  
Infiltración ganglionar 95  0.787 
N0 65 0.97 (0.89 - 1.04)  
N1 9 1.05 (0.77 - 1.33)  
N2 21 0.96 (0.77 - 1.15)  
Tipo histológico 95  0.315 
Adenocarcinoma 38 0.97 (0.86 - 1.09)  
Carcinoma epidermoide 53 0.99 (0.90 - 1.09)  
Carcinoma 
indiferenciado de célula 
grande 
4 0.73 (0.51 - 0.95)  
Recidiva 90  0.161 
Positiva 29 0.96 (0.83 - 1.10)  





A continuación, se establecieron dos grupos de tumores en función del ratio 
TRF T/TRF N. Consideramos acortamiento telomérico cuando el ratio         
TRF T/TRF N era inferior a 1, mientras que los tumores cuyos ratios eran 
iguales o mayores de 1 se agruparon como mantenimiento telomérico.  
 
Tabla 30. Resumen de los datos del ratio TRF T/TRF N medio de los 95 CNMPs estudiados 






Basándonos en el estatus telomérico, es decir, en si las muestras tumorales 
mostraban acortamiento o mantenimiento de las secuencias teloméricas en 
comparación con su correspondiente muestra no tumoral, realizamos el 
estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad. En total, 
85 pacientes formaron parte del estudio. De éstos, 43 presentaron tumores 
con acortamiento telomérico y en 42 casos los telómeros mantenían su 
longitud con respecto al control.  
 
Aparecieron recidivas en el 19% de los pacientes que mostraban 
mantenimiento telomérico. En los casos en los que se detectó acortamiento de 
las secuencias teloméricas, el porcentaje de recidivas fue del 44.2%. El 
intervalo libre de enfermedad medio para estos fue de 38.32 meses                        
(29.04 – 47.60 meses, intervalo de confianza del 95% para la media) frente a 
52.60 meses (43.35 – 61.84 meses, intervalo de confianza del 95% para la 
media) para el grupo clasificado como mantenimiento telomérico. Las 
diferencias entre los dos grupos fueron significativas (P = 0.020, según  la 
comparación estadística Log Rank) (Figura 33). Esto se traduce en que el 
acortamiento de las secuencias teloméricas en las muestras tumorales es un 
factor de pronóstico adverso en cáncer no microcítico de pulmón. 
 
Con objeto de determinar si el acortamiento de los telómeros representaba, en 
CNMP, un factor de mal pronóstico independiente de otras variables            
clínico-patológicas, se llevó a cabo un análisis multivariable de Cox. La 
selección de variables que formaron parte de este análisis se realizó a partir de  
un análisis univariable, seleccionándose el estadio tumoral y el grado de 
infiltración ganglionar, pues fueron las únicas variables clínico-patológicas 
cuyo nivel de significación fue inferior a 0.1. Así, el acortamiento telomérico 
resultó ser un factor de mal pronóstico independiente del estadio tumoral y del 
grado de infiltración ganglionar (P = 0.012). El riesgo relativo medio de recidiva 
fue 1.89 veces superior (1.15 – 3.10, intervalo de confianza del 95% para la 









Tabla 31. Análisis multivariable de Cox considerando las variables clínico-patológicas 



















INTERVALO DE CONFIANZA 
DEL 95% 
P 
Estadio   0.031 
II vs I 1.757 0.489 – 6.310 0.338 
IIIA vs II 3.139 1.343 – 7.333 0.008 
Infiltración ganglionar    
N0 vs N1/N2 0.423 0.169 – 1.059 0.066 





Figura 33. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de 
enfermedad, de 85 pacientes afectados de CNMP, en relación a la longitud telomérica. En 
azul se representa el grupo de pacientes con mantenimiento telomérico y en rojo el grupo 
con telómeros acortados. En cada curva, se indica el número de casos con recidiva 
respecto al número total de pacientes. 
P = 0.020
TRF T/ TRF N ≥ 1   8/42 






1.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA Y SU 
RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO- PATOLÓGICAS  
 
Considerando los 5 estadios establecidos en CNMP, no se observaron 
diferencias significativas en función de la actividad de la enzima telomerasa en 
los tumores analizados (P  = 0.078, según la prueba Chi cuadrado), si bien sí 
se apreció una tendencia hacia la falta de actividad en los estadios más 
avanzados. Los tumores de estadio I mostraron actividad telomerasa en el 
82.3% de los casos; los tumores de estadio II en el 85.7%; los tumores de 
estadio IIIA en el 93.1%; y los tumores de estadio IIIB y IV en el 50%              
(Figura 34A). 
 
En cuanto al tamaño del tumor, no se obtuvieron diferencias significativas 
entre las poblaciones estudiadas (P = 0.121, según la prueba Chi cuadrado). 
En los tumores de tamaño T1 se detectó actividad telomerasa en el 75% de los 
casos; en los tumores T2 en el 85.7%; en los tumores T3 en el 88.9% y en los 
tumores T4 en el 50% (Figura 34B). 
 
Con respecto a la infiltración ganglionar, no se obtuvieron diferencias 
significativas entre la población tumoral con y sin actividad telomerasa          
(P = 0.595, según la prueba Chi cuadrado). Mostraron actividad telomerasa el 
84.6%, 88.9% y 76.2% de los tumores sin infiltración ganglionar, con grado N1 
de infiltración ganglionar y con grado N2, respectivamente (Figura 34C).  
 
Sin embargo, se encontraron diferencias significativas al considerar la 
clasificación tumoral en función del tipo histológico (P = 0.006, según la 
prueba Chi cuadrado). Así, los adenocarcinomas y los carcinomas 
epidermoides presentaban, mayoritariamente, actividad telomerasa (32/38 y 
46/53, respectivamente) mientras que el 75% de los carcinomas 
indiferenciados de célula grande carecían de ella (3/4) (Figura 35A).  
 
El análisis de la actividad de telomerasa con relación a la aparición de 






prueba Chi cuadrado) entre las poblaciones analizadas. Sólo el 7.1% (1/13) de 
los tumores que carecían de actividad telomerasa recidivaron, mientras que en 
los tumores telomerasa positivos, se detectó un 36.8% (28/76) de recidivas 






Figura 34. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de actividad  
telomerasa en función de: A) Estadio tumoral; B) Tamaño del tumor; C) Grado de 
infiltración ganglionar. En todos los casos, las barras azules indican tumores sin actividad 














































Figura 35. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de actividad 
telomerasa en función de: A) Tipo histológico del tumor; AD, adenocarcinoma; CE, 
carcinoma epidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado de célula  grande; B) Recidiva 
tumoral. En ambos casos, las barras azules indican tumores sin actividad telomerasa y las 



















Tabla 32. Resumen de los datos de actividad de la enzima telomerasa en los 95 CNMPs 
estudiados en esta Tesis y su relación con variables clínico-patológicas. 
  ACTIVIDAD TELOMERASA  
VARIABLE Nº DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P 
Estadio 95   0.078 
I 51 42 (82.3)   9 (17.7)  
II 7   6 (85.7)   1 (14.3)  
IIIA 29 27 (93.1)           2 (6.9)  
IIIB 4       2 (50)           2 (50)  
IV 4       2 (50)           2 (50)  
Tamaño 95   0.121 
T1 8 6 (75) 2 (25)  
T2 63 54 (85.7)    9 (14.3)  
T3 18 16 (88.9)    2 (11.1)  
T4 6       3 (50) 3 (50)  
Infiltración ganglionar 95   0.595 
N0 65 55 (84.6) 10 (15.4)  
N1 9   8 (88.9)   1 (11.1)  
N2 21 16 (76.2)   5 (23.8)  
Tipo histológico 95   0.006 
Adenocarcinoma 38 32 (84.2) 6 (15.8)  
Carcinoma epidermoide 53 46 (86.8) 7 (13.2)  
Carcinoma 
indiferenciado de célula 
grande 
4       1 (25)          3 (75)  
Recidiva 90   0.031 
Positiva 29 28 (96.5) 1 (3.5)  
Negativa 61 48 (78.7) 13 (21.3)  
 
El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, reveló 
que ninguno de los tumores sin actividad telomerasa dio lugar a recidiva 
durante el periodo de seguimiento de la serie. Sin embargo, se detectaron 
recidivas en  el 37% de los pacientes con tumores telomerasa positivos. Por 






y una mayor capacidad del tumor para recidivar (P = 0.019, según la 
comparación estadística Log Rank) (Figura 36A).  
 
En este estudio se incluyeron 85 pacientes. De estos , 12 pacientes carecieron 
de actividad telomerasa en la muestra tumoral y en 73 se detectó actividad 
enzimática.  
 
Considerando únicamente los pacientes en cuya muestra tumoral se detectó 
actividad de la enzima telomerasa, 73, el acortamiento telomérico volvió a 
estar relacionado con un peor pronóstico (P = 0.026, según la comparación 
estadística Log Rank). Así, el 51.3% de los pacientes cuyas muestras 
tumorales mostraron un ratio TRF T/TRF N inferior a 1 presentaron 
recurrencia tumoral durante el tiempo de seguimiento de la serie, frente al 
22.2% de los pacientes cuyo ratio fue igual o superior a 1. El intervalo libre de 
enfermedad medio para el primer grupo de pacientes fue 32.92 meses      
(22.93 – 42.92 meses, intervalo de confianza del 95% para la media) y      
50.68 meses (40.49 – 60.87 meses, intervalo de confianza del 95% para la 
media) para el grupo de pacientes con tumores que mantuvieron la longitud de 
las secuencias teloméricas en la muestra tumoral con respecto a su 
correspondiente muestra no tumoral (Figura 36B). 
 
De los 73 pacientes incluidos en este estudio, 37 acortaban las secuencias 













Figura 36. A) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de 
enfermedad, de 85 pacientes afectados de CNMP, en relación con la actividad telomerasa. 
En azul se representan los pacientes sin actividad telomerasa en la muestra tumoral y en 
rojo los pacientes con actividad enzimática. B) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, 
medidas como intervalo libre de enfermedad, de 73 pacientes afectados de CNMP y con 
actividad telomerasa en la muestra tumoral, en relación con la longitud telomérica. En 
azul se representa el grupo de pacientes con mantenimiento telomérico y en rojo el grupo 
con telómeros acortados. En ambos casos, en cada curva se indica el número de casos con 




Actividad telomerasa negativa   0/12 
Actividad telomerasa positiva   27/73 
P = 0.026
TRF T/ TRF N ≥ 1   8/36 






2. ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL 
ADN MEDIANTE MATRICES DE ADN 
COMPLEMENTARIO 
 
2.1 ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL ADN 
EN MUESTRAS TUMORALES Y CONTROL 
 
Para el estudio inicial de genes de reparación del ADN con matrices de ADN 
complementario se seleccionaron 21 muestras tumorales cuyo ARN tenía una 
integridad óptima, requisito imprescindible para el empleo de esta técnica. 
Siguiendo criterios establecidos en otros estudios se escogió, como referencia, 
una mezcla de 8 muestras control.  
 
Con el programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray  
analizamos los niveles de expresión de ARN mensajero de las 21 muestras 
tumorales y de la mezcla constituida por 8 muestras no tumorales. 
Establecimos, como diferencia mínima, que la expresión entre ambos grupos 
debía diferir, al menos, en dos veces. Los niveles de expresión fueron 
normalizados con el gen de expresión constitutiva PPIA (CICLOFILINA A). La 
Figura 37 representa dos matrices hibridadas, una con el control, y la otra  
con una muestra tumoral. En la Tabla 33 se recogen los genes incluidos en la 
matriz en el orden en el que se localizan. 
 
Los genes cuya expresión se vio alterada en la población tumoral con respecto 
a la mezcla de muestras no tumorales pertenecían a distintas vías de 
reparación del ADN. En la Tabla 34 están recogidos estos genes junto a los 
niveles de expresión que mostraban en la población tumoral con respecto a la 
no tumoral. La Figura 38 representa los genes y el aumento o disminución de 


































Figura 37. Representación de dos matrices de ADN complementario hibridadas. A la 
izquierda, autorradiografía de la mezcla de 8 muestras no tumorales; a la derecha, 
autorradiografía de una muestra tumoral. En ambas, las dos últimas filas se corresponden 
con los blancos (fila M: posición 1 - 6) y con los genes normalizadores (fila M:                
posición 7 -  8; fila N: posición 1 – 8). 
CONTROL MUESTRA TUMORAL 
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Tabla 34. Valores medios del número de veces que se expresaba cada gen en la población 
de 21 tumores de CNMP con respecto a la mezcla de 8 muestras no tumorales considerada 
como referencia. La primera columna indica el gen en el que se detectaron niveles de 
expresión de ARN mensajero diferente entre ambos grupos. La segunda columna 
representa la vía de reparación a la que pertenece cada gen (BER, reparación por escisión 
de bases; ESTABILIDAD, genes relacionados con la estabilidad genómica; HR, 
recombinación homóloga; MMR, reparación de apareamientos incorrectos de bases; NER, 
reparación por escisión de nucleótidos). En la tercera columna se indica el número medio 
de veces que cada gen está aumentado o disminuido en las muestras tumorales con 
respecto a la mezcla no tumoral. 
GEN VÍA DE REPARACIÓN 
Nº DE VECES QUE SE 
EXPRESA EL GEN CON 
RESPECTO AL CONTROL 
PARP1 BER 4.84 
DCLRE1A ESTABILIDAD 2.69 
ERCC1 NER 2.68 
FLJ10858 BER 3.71 
MSH4 MMR 108.49 
OGG1 BER 2.16 
RAD23B NER 2.18 
MUTYH BER 0.42 
PMS2 MMR 0.36 
RAD54B HR 0.47 













2.2 ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL ADN Y 
ESTATUS TELOMÉRICO 
 
De las 21 muestras seleccionadas, 11 presentaban acortamiento significativo 
de las secuencias teloméricas en comparación con su correspondiente muestra 
control, es decir, la longitud de los telómeros en el tumor era, al menos, un 
20% más corta que en la correspondiente muestra no tumoral. Las 10 
restantes se clasificaron como mantenimiento de las secuencias teloméricas. 
 
Mediante el programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray 
seleccionamos los genes que mostraron diferencias de expresión de ARN 
mensajero de, al menos, 2 veces entre la población que mantenía la longitud 
de los fragmentos teloméricos y la que los acortaba significativamente, 
habiendo normalizado previamente los datos obtenidos con el gen PPIA. 
Figura 38. Datos obtenidos a partir del análisis de 21 tumores de CNMP. Los genes 
representados en el diagrama de barras son aquellos cuya expresión era ± 2 veces la 
expresión de los mismos en la mezcla no tumoral. Cada dato se normalizó con ciclofilina 
A. * El gen MSH4 mostró una expresión 108.5 veces más en las muestras tumorales que 






































































































































Diferentes genes pertenecientes a distintas vías de reparación mostraban 
variaciones de expresión entre las dos poblaciones estudiadas. En la Tabla 35 
se recogen los genes que mostraban estas variaciones, así como la vía de 
reparación a la que pertenecen y los niveles de significatividad (estadístico t de 
Student o U de Mann-Whitney) encontrados tras el estudio estadístico. Los 
niveles de expresión de ARN mensajero de los genes están expresados en 
unidades arbitrarias. Son los datos obtenidos a partir del análisis de los 






MEDIA DE EXPRESIÓN (INTERVALO DE 








ATR ESTABILIDAD 0.25 (0.12 – 0.39) 0.34 (0.17 – 0.50) 0.342 
DCLRE1A ESTABILIDAD 0.08 (0.04 – 0.11) 0.12 (0.06 – 0.15) 0.233 
DCLRE1C NHEJ 0.05 (0.02 - 0.08) 0.11 (0.8 – 0.18) 0.090 
ERCC1 NER 0.07 (0.05 – 0.10) 0.10 (0.06 – 0.15) 0.218 
ERCC3 NER 0.13 (0.07 – 0.18) 0.20 (0.12 – 0.27) 0.107 
FEN1 ESTABILIDAD 0.03 (0.02 – 0.04) 0.05 (0.03 – 0.08) 0.076 
FLJ10858 BER 0.06 (0.04 – 0.08) 0.1 (0.06 – 0.13) 0.053 
GTF2H1 NER 0.05 (0.02 – 0.08) 0.12 (0.07 – 0.16) 0.019 
LIGASA4 NHEJ 0.33 (0.15 – 0.52) 0.42 (0.22 – 0.61) 0.417 
MLH1 MMR 0.33 (0.24 – 0.43) 0.45 (0.28 – 0.63) 0.183 
MLH3 MMR 0.24 (0.15 – 0.33) 0.20 (0.12 – 0.28) 0.549 
MSH4 MMR 0.04 (0.01 – 0.05) 0.07 (0.04 – 0.10) 0.021 
MSH5 MMR 0.27 (0.03 – 0.50) 0.12 (0.07 – 0.18) 0.672 






Tabla 35. Genes que mostraron diferencias en los niveles de expresión de ARN mensajero 
de, al menos, ± 2 veces, en la población de 21 CNMPs subdividida en función del estatus 
telomérico. Las unidades de expresión son arbitrarias (U.A.) y fueron definidas por el 
programa “GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray empleado en el análisis de 
datos. La segunda columna representa la vía de reparación a la que pertenece cada gen 
(BER, reparación por escisión de bases; ESTABILIDAD, genes relacionados con la 
estabilidad genómica; HR, recombinación homóloga; MMR, reparación de apareamientos 
incorrectos de bases; NHEJ, recombinación no homóloga; NER, reparación por escisión de 
nucleótidos). En negrita se representan los genes que, posteriormente, se analizaron por 
PCR cuantitativa a tiempo real. 
MUYTH BER 0.06 (0.04 – 0.09) 0.06 (0.03 – 0.10) 0.831 
NTHL1 BER 0.04 (0.02 – 0.05) 0.06 (0.3 – 0.10) 0.150 
OGG1 BER 0.09 (0.04 – 0.14) 0.15 (0.04 – 0.25) 0.456 
PARP1 BER 0.41 (0.20 – 0.61) 0.65 (0.29 – 1.00) 0.214 
PARP3 BER 0.10 (0.06 – 0.14) 0.18 (0.11 – 0.25) 0.029 
PMS1 MMR 0.06 (0.03 – 0.08) 0.11 (0.06 – 0.17) 0.031 
PMS2 MMR 0.02 (0.01 – 0.04) 0.04 (-0.00 – 0.09) 0.829 
PMS2L4 MMR 0.27 (0.09 – 0.45) 0.18 (0.02 – 0.33) 0.418 
PNKT ESTABILIDAD 0.05 (0.03 – 0.06) 0.06 (0.03 – 0.08) 0.308 
RAD23B NER 0.53 (0.27 – 0.80) 0.53 (0.23 – 0.83) 0.860 
RAD50 NHEJ 0.64 (0.46 – 0.83) 0.56 (0.26 – 0.85) 0.590 
RAD54B HR 0.49 (0.27 – 0.71) 0.47 (0.19 – 0.29) 0.778 
RPA2 NER 0.20 (0.11 –0.29) 0.27 (0.15 – 0.39) 0.302 
hTERT ESTABILIDAD 0.4 (0.23 – 0.58) 0.32 (0.19 – 0.46) 0.417 
TOP3B ESTABILIDAD 0.04 (0.2 – 0.06) 0.07 (0.03 – 0.10) 0.129 
TRF2 ESTABILIDAD 1.01 (1.04 – 1.13) 1.14 (1.04 – 1.23) 0.309 
XAB2 NER 0.02 (0.00 – 0.03) 0.03 (0.00 – 0.06) 0.467 











2.3 ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL ADN Y 
ACTIVIDAD TELOMERASA 
 
Seguidamente, se procedió a realizar un estudio diferencial de expresión de 
ARN mensajero entre la población de tumores con actividad telomerasa y el 
grupo sin actividad. De los 21 tumores evaluados, se detectó actividad 
enzimática en 15. El análisis de los resultados se llevó a cabo con el programa 
“GEArray Expression Analysis Suite” de Superarray y los datos se 
normalizaron con el gen PPIA.  
 
Inicialmente, se seleccionaron aquellos genes cuyas diferencias de expresión 
entre ambas poblaciones eran de, al menos, 2 veces. En la Tabla 36 se recogen 
los datos de estos genes, así como la vía de reparación a la que pertenecen y 
los niveles de significación (estadístico U de Mann-Whitney). Los niveles de 
ARN mensajero vienen expresados en las unidades arbitrarias dadas por el 






MEDIA DE EXPRESIÓN (INTERVALO DE 








MSH6 MMR 0.14 (-0.01 – 0.30) 0.29 (0.21 – 0.36) 0.021 
XAB2 NER 0.01 (-0.01 – 0.03) 0.03 (0.01 – 0.05) 0.108 
XPC NER      0.42 (0.00 – 0.84)    0.21 (0.12 – 0.30) 0.242 
 
Tabla 36. Genes que mostraron diferencias en los niveles de expresión de ARN mensajero 
de, al menos, ± 2 veces, en la población de 21 CNMPs subdividida en función de la 
actividad de la enzima telomerasa. Las unidades de expresión son arbitrarias (U.A). La 
segunda columna representa la vía de reparación a la que pertenece cada gen (MMR, 
reparación de apareamientos incorrectos de bases; NER, reparación por escisión de 
nucleótidos). En negrita se representan los genes que, posteriormente, fueron estudiados 






3. ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL 
ADN MEDIANTE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO 
REAL 
 
Tras realizar un primer abordaje con las matrices de ADN complementario, se 
procedió a validar los resultados por la técnica PCR cuantitativa a tiempo real. 
Para ello, se seleccionaron los genes que podrían estar implicados en la 
función telomérica. Se eligieron aquellos que mostraron diferencias 
significativas de expresión de ARN mensajero entre las poblaciones 
estudiadas, según la función telomérica, así como aquellos cuyas diferencias 
de expresión presentaban un  nivel de significación estadística en torno a 0.1. 
En las Tablas 35 y 36 quedan reflejados en negrita los genes incluidos en este 
estudio. Asimismo, se analizaron los genes PARP1, PRKDC, hTERT, TRF1, TRF2 
y XRCC5, ya que, si bien no mostraron diferencias significativas de expresión 
entre las poblaciones estudiadas, su implicación en la función telomérica está 
definida en la literatura.  
 
Se consideraron 37 tumores, incluidos los 21 analizados con las matrices de 
ADN complementario, así como la mezcla de muestras no tumorales, que 




3.1 ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL ADN 
EN CÁNCER NO MICROCÍTICO DE PULMÓN  
 
El análisis de los datos de PCR cuantitativa a tiempo real reveló que la 
población tumoral tendía a expresar menores niveles de ARN mensajero de los 
genes DCLRE1C, GTF2H1 y TRF2, en comparación con la mezcla de muestras 
no tumorales. De esta manera, el 75.7%, 63.9% y 50% de los tumores 
presentaban niveles disminuidos de estos genes, respectivamente (Figura 39A, 































































Figura 39. Representación gráfica de la expresión de ARN mensajero (RQ), en las muestras 
tumorales analizadas, de los genes A) DCLRE1C; B) GTF2H1; C) TRF2. Las barras de color 
azul indican, en las 3 gráficas, muestras con expresión comprendida dentro del rango de 
normalidad. Las barras en rojo indican una disminución de la expresión de, al menos, 2 






Sólo hubo un gen cuya expresión se encontró aumentada en las muestras 
tumorales con respecto a la mezcla no tumoral: FLJ10858 (Figura 40). El 




Comparando estos resultados con los obtenidos a partir de las matrices de 
ADN complementario, se corroboró que el gen FLJ10858 presentaba niveles de 
expresión de ARN mensajero superiores al rango considerado como normal en 
las muestras tumorales con respecto a la mezcla de 8 muestras no tumorales, 
que funcionó como calibrador. 
 
 
3.2 RELACIÓN ENTRE LOS VALORES DE EXPRESIÓN 
GÉNICA Y LAS VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS 
 
En un primer abordaje se quiso estudiar la posible relación entre las 
variaciones en los niveles de ARN mensajero de los genes de reparación del 























Figura 40. Representación gráfica de la expresión de ARN mensajero (RQ) del gen 
FLJ10858 en las muestras tumorales analizadas. Las barras de color azul indican 
muestras con expresión comprendida dentro del rango de normalidad. Las barras en rojo 







El gen FLJ10858, cuyos niveles de ARN mensajero se encontraron 
aumentados más de dos veces en la población tumoral con respecto a la 
mezcla de muestras no tumorales, mostró mayores niveles en los tumores de 
estadios más avanzados (IIIB y IV) (RQ medio 12.38; 6.36 – 24.25, intervalo de 
confianza del 95% para la media) que en los tumores clasificados dentro de los 
estadios más tempranos (I-IIIA) (RQ medio 5.90; 3.81 – 9.19, intervalo de 
confianza del 95% para la media) (la diferencia de medias fue 1.07) (P  = 0.073, 
según la prueba t de Student) (Figura 41A). 
 
No se encontró ninguna relación significativa entre la expresión de ARN 
mensajero de los genes estudiados y las variables clínico-patológicas tamaño 
del tumor y grado de infiltración ganglionar.  
 
DCLRE1C, implicado en la recombinación no homóloga, presentó niveles 
normales de expresión en el tipo histológico carcinoma indiferenciado de 
célula grande (RQ medio 0.69; 0.17 – 2.79, intervalo de confianza del 95% 
para la media), mientras que la expresión se vio disminuida en los tipos 
histológicos carcinoma epidermoide y adenocarcinoma (RQ medio 0.28 y 0.41, 
respectivamente; 0.21 – 0.34 y 0.29 – 0.57, intervalo de confianza del 95% 
para la media, respectivamente) (P  = 0.031, según la prueba ANOVA) (Figura 
41B). 
 
GTF2H1, que desarrolla su función en la vía de reparación por escisión de 
nucleótidos, presentó, igualmente, niveles normales de expresión en el tipo 
histológico carcinoma indiferenciado de célula grande, siendo el RQ medio 
1.19 (0.63 – 2.23, intervalo de confianza del 95% para la media). La expresión 
se vio disminuida en los tipos histológicos carcinoma epidermoide y 
adenocarcinoma (RQ medio 0.30 y 0.40, respectivamente; 0.21 – 0.43 y           
0.26 – 0.61, intervalo de confianza del 95% para la media, respectivamente)         



































El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, no 
reveló resultados concluyentes, pero sí claras tendencias. La población en 
Figura 41. Diagrama de cajas en  el que se representa la expresión de ARN mensajero (RQ) 
de: A) FLJ10858 en 37 tumores en función del estadio tumoral; B) DCLRE1C en 33 
tumores en función del tipo histológico; C) GTF2H1 en 32 tumores en función del tipo 
histológico. En B) y C) AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma epidermoide; CICG, carcinoma 
indiferenciado de célula  grande. En los diagramas están representados los valores 
































































estudio fue, como máximo, de 23 pacientes, lo que explica el hecho de que no 
se obtengan diferencias significativas entre los supuestos establecidos.  
 
En el caso de hTERT, la sobre-expresión de ARN mensajero se relacionó con 
una mayor tendencia a recidivar, si bien las diferencias no resultaron 
significativas: el 46.2% (6/13) de los tumores que presentaban una expresión 
de hTERT al menos dos veces superior a la del control recidivaron, frente al 
16.7% (1/6) de los tumores  que presentaban una expresión dentro del rango 
de normalidad de hTERT (P = 0.424, según la comparación estadística Log 
Rank). Los niveles de expresión media de ARN mensajero en el caso de los 
tumores que sobre-expresaban dicho gen fue 4.23 (3.29 – 5.39, intervalo de 
confianza del 95% para la media), mientras que aquellos que mostraban 
niveles dentro del rango de normalidad tenían, como RQ medio, 0.96           
(0.60 – 1.53, intervalo de confianza del 95% para la media). El periodo medio 
libre de enfermedad en el primer caso fue de 27.64 meses (18.67 – 36.60 
meses, intervalo de confianza del 95% para la media) y 21 meses en el 
segundo (15.63 – 26.37 meses, intervalo de confianza del 95% para la media). 
En el estudio participaron 20 pacientes (Figura 42A).  
 
La disminución en la expresión de ARN mensajero de MLH1, comparándola 
con la expresión de la mezcla de muestras no tumorales, parecía relacionarse 
con una mayor tendencia a recidivar, si bien las diferencias tampoco fueron 
significativas (P = 0.469, según la comparación estadística Log Rank). De esta 
manera, el 38.5% (5/13) de los tumores que tenían disminuida la expresión de 
MLH1 recidivaron (RQ medio 0.34; 0.29 – 0.41, intervalo de confianza del 95% 
para la media), frente al 16.7% (1/6) de los tumores que mantenían los niveles 
de expresión de ARN mensajero dentro del rango de normalidad (RQ medio 
0.82; 0.52 – 1.32, intervalo de confianza del 95% para la media). La media de 
supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, fue 26.29 meses en 
el primer caso (19.00 – 33.59 meses, intervalo de confianza del 95% para la 
media) y 36 meses para los pacientes que mantenían dentro del rango de 
normalidad los niveles de MLH1 (23.20 – 48.80 meses, intervalo de confianza 







Cabe, también, destacar el comportamiento de los tumores que presentaban 
alteraciones en los niveles de expresión de ARN mensajero de NTHL1. Sólo el 
10% (1/10) de los tumores que presentaban niveles dentro del rango de 
normalidad recidivaron, frente al 62.5% (5/8) y el 50% (1/2) de los tumores 
cuyos niveles de NTHL1 estaban disminuidos o aumentados, respectivamente, 
más de dos veces con respecto a la mezcla de muestras no tumorales                
(P  = 0.073, según la comparación estadística Log Rank). El valor RQ medio de 
expresión de ARN mensajero en el grupo que mantenía niveles normales fue 
0.85 (0.63 – 1.16, intervalo de confianza del 95% para la media). En el caso de 
los tumores que tenían niveles disminuidos fue 0.29 (0.23 – 0.37, intervalo de 
confianza del 95% para la media) y 3.23 en el caso de aquellos que                 
sobre-expresaban NTHL1 (1.39 – 7.41, intervalo de confianza del 95% para la 
media). Los pacientes que mantenían los niveles de NTHL1 dentro del rango de 
normalidad presentaban un intervalo libre de enfermedad medio mayor que 
los que tenían alteraciones en la expresión de ARN mensajero de este gen. Así, 
éste era 39.50 meses en el primer caso (31.45 – 47.55 meses, intervalo de 
confianza del 95% para la media) y 20.5 meses (11.51 – 29.49 meses, intervalo 
de confianza del 95% para la media) y 20 meses en el grupo de pacientes cuya 
expresión de NTHL1 disminuía o aumentaba, respectivamente. En el estudio 
participaron 21 pacientes (Figura 42C). 
 
Por último, hacer referencia al gen PMS1. De nuevo, el mantenimiento de la 
expresión de este gen se asoció con un pronóstico clínico más favorable, si 
bien tampoco en este caso las diferencias encontradas fueron estadísticamente 
significativas (P = 0.471, según la comparación estadística Log Rank). Se 
registraron recidivas tumorales en el 25% de los casos que presentaban 
niveles de expresión dentro del rango de normalidad (3/12), frente al 40% en 
el grupo de tumores cuyos niveles estaban aumentados, al menos, dos veces 
con respecto al control (4/10). El nivel medio de expresión en el primer caso 
fue 0.97 (0.76 – 1.22, intervalo de confianza del 95% para la media), expresado 
como RQ, y 3.18 (2.66 – 3.81, intervalo de confianza del 95% para la media) en 
el segundo grupo de tumores. El intervalo libre de enfermedad medio fue             
34.44 meses (25.22 – 43.67 meses, intervalo de confianza del 95% para la 






encontraban en el rango de normalidad, mientras que éste se reducía a            
29.11 meses (18.61 – 39.61 meses, intervalo de confianza del 95% para la 
media) en los pacientes en los que la expresión de PMS1 se encontraba 
aumentada. En el estudio participaron 23 pacientes (Figura 42D). 
 
Figura 42. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de 
enfermedad, según la expresión de ARN mensajero de: A) hTERT; B) MLH1; C) NTHL1;           
D) PMS1. En todas ellas, se representa en color azul la probabilidad de supervivencia, 
medida como intervalo libre de enfermedad, de los pacientes en los que la expresión de 
ARN mensajero del gen objeto de estudio se encontraba dentro del rango de normalidad, 
según comparación con la mezcla de muestras no tumorales. En rojo o negro las 




0.5 ≤ RQ ≤ 2   1/6 
RQ > 2  6/14
0.5 ≤ RQ ≤ 2   1/6 
0.5 < RQ   5/13
P = 0.469
P = 0.073
0.5 ≤ RQ ≤ 2   1/10
0.5 < RQ   5/8
RQ > 2   1/2
P = 0.471
0.5 ≤ RQ ≤ 2   3/12






3.3 RELACIÓN ENTRE LOS VALORES DE EXPRESIÓN 
GÉNICA Y EL ESTATUS TELOMÉRICO  
 
De las 37 muestras tumorales analizadas, 22 mostraron un acortamiento 
significativo de las secuencias teloméricas, mientras que 15 mantenían la 
longitud de éstas. El valor de expresión de ARN mensajero obtenido, en cada 
caso, se normalizó con PPIA, siendo la mezcla de 8 muestras no tumorales la 
empleada como calibrador. 
 
La expresión génica de TOP3B y PMS1 se correlacionaba positivamente con la 
longitud de los fragmentos teloméricos de las muestras tumorales (P = 0.009 y 
P = 0.021, según la comparación estadística Rho de Spearman, 
respectivamente). En ambos casos, a menor longitud de los telómeros, menor 




Figura 43. Diagramas de dispersión en los que se representan las longitudes de los 
fragmentos teloméricos de restricción en las muestras tumorales y la expresión de ARN 
mensajero, en [delta][delta]CT, de los genes A) TOP3B; B) PMS1. 
 
A) B) 













































































 P = 0.009





















































































Tabla 37. Genes cuya expresión de ARN mensajero presentó valores significativamente 
diferentes entre la población de tumores que acortaba más de un 20% la longitud de sus 
telómeros, con respecto a su correspondiente muestra normal, y la que los mantenía, 
empleando matrices de ADN complementario. A continuación, se muestran los valores 
medios de expresión de dichos genes en ambas poblaciones, así como los niveles de 
significación, de acuerdo con los resultados obtenidos por PCR cuantitativa a tiempo real 
(qRT-PCR). 
Sorprendentemente, no se corroboraron los datos obtenidos a partir de las 
matrices de ADN complementario. Ninguno de los genes seleccionados, así 
como los incluidos en el estudio por estar descrita su implicación en la 
función telomérica, presentaron diferencias significativas de expresión de ARN 
mensajero entre la población de muestras tumorales que acortó 
significativamente la longitud telomérica y aquella que la mantuvo con 
respecto a su correspondiente muestra normal.  
 
En la Tabla 37 se muestran los genes que alcanzaron diferencias significativas 
de expresión en función del estatus telomérico en las matrices de ADN 
complementario y los resultados obtenidos, tanto con esta metodología, como 
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GTF2H1 0.019 0.38 (0.26 – 0.55) 0.34 (0.24 – 0.48) 0.653 
MSH4 0.021 1.30 (0.63 – 2.69) 1.54 (0.95 – 2.50) 0.691 
PARP3 0.029 0.45 (0.31 – 0.66) 0.43 (0.25 – 0.72) 0.843 











3.4 RELACIÓN ENTRE LOS VALORES DE EXPRESIÓN 
GÉNICA Y LA ACTIVIDAD TELOMERASA  
  
De los 37 tumores que formaron parte del estudio de expresión de ARN 
mensajero por PCR cuantitativa a tiempo real, 10 eran telomerasa negativos, 
mientras que en 27 se detectó actividad enzimática. Como calibrador se 
empleó la mezcla de muestras no tumorales. Cada valor de expresión se 
normalizó con el gen PPIA.  
 
De los genes estudiados, 5 mostraron diferencias significativas de expresión 
entre la población telomerasa positiva y la población telomerasa negativa: 
hTERT, DCLRE1C, GTF2H1, PARP3 y MLH1.  
 
hTERT apareció sobre-expresado más de dos veces, con respecto al control no 
tumoral, en los tumores en los que se detectó actividad telomerasa (RQ medio 
3.05; 2.20 – 4.23, intervalo de confianza del 95% para la media). En cambio, 
los tumores sin actividad telomerasa mostraron un RQ medio comprendido 
dentro del rango de normalidad (1.55; 0.78 – 3.05, intervalo de confianza del 
95% para la media). La diferencia de medias fue 0.98 y ésta mostró 
significatividad estadística (P = 0.044, según la prueba t de Student). En el 
estudio se incluyeron 30 tumores (Figura 44A). 
 
Los niveles de DCLRE1C se encontraron disminuidos, con respecto a la mezcla 
de muestras no tumorales, en la población tumoral con actividad telomerasa 
(RQ medio 0.28; 0.23 – 0.36, intervalo de confianza del 95% para la media). 
Sin embargo, los tumores telomerasa negativos presentaron una expresión de 
ARN mensajero dentro del rango de normalidad (RQ medio 0.55; 0.36 – 0.86, 
intervalo de confianza del 95% para la media). La diferencia de medias fue 
0.96 y, de nuevo, ésta fue significativa (P = 0.005, según la prueba t de 
Student) (Figura 44B). 
 
GTF2H1, PARP3 y MLH1 mostraron la misma tendencia que DCLRE1C. Esto 






la expresión de ARN mensajero de manera significativa con respecto a los 
tumores en los que no se detectó actividad enzimática. Para GTF2H1, el RQ 
medio en los tumores del primer grupo fue 0.31 (0.24 – 0.41, intervalo de 
confianza del 95% para la media). Los tumores sin actividad telomerasa 
presentaron un RQ medio de 0.54 (0.30 – 0.98, intervalo de confianza del 95% 
para la media). La diferencia de medias fue 0.80 y la significación estadística   
P = 0.042 (según la prueba t de Student) (Figura 44C). 
 
El RQ medio de PARP3 en los tumores con actividad telomerasa fue 0.36         
(0.25 – 0.50, intervalo de confianza del 95% para la media) y en los tumores 
sin actividad enzimática 0.82 (0.51 – 1.32, intervalo de confianza del 95% para 
la media). La diferencia de medias entre ambas poblaciones fue 1.21 siendo 
ésta estadísticamente significativa (P = 0.009, según la prueba t de Student) 
(Figura 44D). 
 
En el caso de MLH1, el RQ medio de los tumores en los que se detectó 
actividad telomerasa fue 0.41 (0.34 – 0.50, intervalo de confianza del 95% para 
la media). Los tumores sin actividad telomerasa mostraron un RQ medio de 
0.79 (0.51 – 1.25, intervalo de confianza del 95% para la media). De nuevo, la 
diferencia entre ambas poblaciones fue significativa (P = 0.003, según la 
prueba t de Student). La diferencia de medias fue 0.94 (Figura 44E). 
 
Al igual que ocurrió al analizar la expresión de ARN mensajero de los genes 
seleccionados en función del estatus telomérico, no se corroboraron los 
resultados obtenidos mediante la técnica de matrices de ADN complementario. 
En la Tabla 38 se muestran los genes analizados mediante ambas técnicas, los 













Figura 44. Diagramas de cajas en los que se representan la expresión de ARN mensajero 
(RQ), en función de la actividad de telomerasa, de los genes A) hTERT en 30 tumores;
B) DCLRE1C en 37 tumores; C) GTF2H1 en 36 tumores; D) PARP3 en 34 tumores. En los 
diagramas están representados los valores extremos, la mediana y las muestras cuyas 








































































































































VALOR RQ MEDIO (INTERVALO DE 
CONFIANZA DEL 95% PARA LA MEDIA) 
P 









DCLRE1C --------- 0.55 (0.36 – 0.86) 0.28 (0.23 – 0.36) 0.005 
GTF2H1 --------- 0.54 (0.30 – 0.98) 0.31 (0.24 – 0.41) 0.042 
MLH1 --------- 0.79 (0.51 – 1.25) 0.41 (0.34 – 0.50) 0.003 
MSH6  0.021 0.53 (0.41 – 0.70) 0.86 (0.59 – 1.26) 0.022 
PARP3 --------- 0.82 (0.51 – 1.32)  0.36 (0.25 – 0.50) 0.026 







Tabla 39. Genes en los que se detectaron diferencias significativas de expresión en 
relación con la actividad telomerasa, tanto en el estudio con matrices de ADN 
complementario, como mediante la técnica PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR). Se 






4. ACTIVIDAD TELOMERASA Y PARP3  
 
4.1 DETERMINACIÓN DE PÉRDIDAS DE 
HETEROZIGOSIDAD (LOHs) EN LOCI CERCANOS A PARP3 
 
Para el estudio de LOHs se evaluó el ADN de los 95 pacientes incluidos en el 
estudio de la función telomérica. Se analizaron dos marcadores distintos, 
según lo descrito en el apartado de Material y Métodos “9.1 Determinación de 
pérdidas de heterozigosidad (LOHs) en loci cercanos a PARP3”, siendo 
únicamente válidos para el estudio los tumores que mostraron heterozigosidad 
para el marcador evaluado en la muestra control.  
 
En la Figura 45 se incluyen ejemplos del estudio de LOHs llevado a cabo, 



















Figura 47. Representación de los perfiles del marcador D3S3026 (azul) y  D3S3561 (verde) 
en las muestras no tumorales y en sus correspondientes muestras tumorales (rojo).          
A) Ejemplo de muestra control homozigota para el marcador D3S3026. B) Ejemplo de 
muestra control homozigota para el marcador D3S3561. C) Ejemplo de muestra control 
heterozigota para el marcador D3S3026 y sin LOH en la muestra tumoral. D) Ejemplo de 
muestra control heterozigota para el marcador D3S3026 y con LOH en la muestra 
tumoral. E) Ejemplo de muestra normal heterozigota para el marcador D3S3561 y sin LOH 
en la muestra tumoral. F) Ejemplo de muestra normal heterozigota para el marcador y con 









4.1.1 LOHs EN D3S3026 
 
De los 95 tumores incluidos en este estudio, 31 fueron no informativos, es 
decir, eran homozigotos para el marcador estudiado en la muestra control, lo 
que redujo la población a 64 pacientes. De éstos, 54 mostraron actividad 
telomerasa en la muestra tumoral, frente a 10 en los que no se detectó 
actividad. No se obtuvieron diferencias significativas entre ambas poblaciones 
y la aparición de LOHs para el marcador D3S3026 (P = 1.000, según la prueba 
Chi cuadrado). De los 10 pacientes sin actividad enzimática en la muestra 
tumoral, 6 mostraron LOHs en el locus aquí estudiado (60%), frente a 30/54 
(55.5%) en el caso de los pacientes con actividad telomerasa en la muestra 
tumoral (Figura 46A). 
 
El análisis de ARN mensajero de PARP3 se llevó a cabo en 34 tumores y, de 
éstos, sólo 21 resultaron informativos. Los tumores que tenían LOHs en 
D3S3026 (N = 11) mostraron un valor RQ medio de 0.32 (0.16 – 0.65, intervalo 
de confianza del 95% para la media), mientras que los que mantenían la 
integridad en dicho locus (N = 10) presentaban un valor RQ medio de 0.61            
(0.35 – 1.06, intervalo de confianza del 95% para la media). Las diferencias 
entre ambas poblaciones carecieron de significación estadística (P = 0.133, 
según la prueba t de Student; la diferencia de medias fue 0.92) (Figura 47A). 
 
 
4.1.2 LOHs EN D3S3561 
 
En el caso del marcador D3S3561, 26 tumores resultaron no informativos, 
esto es, se incluyeron en el estudio 69 casos. Se detectó actividad telomerasa 
en 58 tumores, de los cuales 24 presentaron pérdidas alélicas en el locus 
estudiado (41.4%). En los tumores que carecieron de actividad enzimática            
(N = 11), sólo 1 presentó LOHs (9.1%). Ambas poblaciones resultaron ser 
independientes, es decir, parece que la pérdida del fragmento cromosómico 
situado en el locus de D3S3561 se relaciona con la actividad telomerasa en las 







El estudio de LOHs en el locus de D3S3561 y la expresión de ARN mensajero 
de PARP3 se pudo realizar en 17 pacientes. El valor RQ medio de los tumores 
con LOHs (N = 11) fue 0.39 (0.17 – 0.87, intervalo de confianza del 95% para 
la media). En el caso de los tumores sin pérdida del fragmento cromosómico, 
el valor RQ medio fue 0.72 (0.46 – 1.13, intervalo de confianza del 95% para la 
media). La diferencia entre ambas poblaciones no alcanzó significación 
estadística (P = 0.106, según la prueba t de Student; la diferencia de medias 
fue 0.89) (Figura 47B). 
 
 
4.1.3 LOHs EN D3S3026 Y D3S3561 
 
El estudio de pérdidas de heterozigosidad para los dos marcadores de manera 
simultánea implicó que las muestras no tumorales fueran informativas para 
ambos. En total, 50 tumores cumplieron este requisito. De éstos, 37 casos 
mostraron coincidencia en la pérdida o mantenimiento de los fragmentos 
cromosómicos aquí estudiados. En 4 de ellos no se detectó actividad de la 
enzima telomerasa en la muestra tumoral y ninguno (0%) mostró LOHs en los 
loci estudiados. Sin embargo, de los 33 restantes, 14 perdieron ambos 
fragmentos cromosómicos (42.4%). No obstante, las diferencias entre ambas 
poblaciones carecieron de significación estadística (P = 0.276, según la prueba 
Chi cuadrado) (Figura 46C). 
 
Sólo se contó con 11 casos que mantuvieran o perdieran los dos marcadores 
polimórficos, de manera simultánea, y de los que se dispusiera de los datos de 
expresión de ARN mensajero de PARP3. El valor RQ medio de los tumores que 
mantuvieron ambos fragmentos cromosómicos (N = 6) fue 0.87 (0.49 – 1.56, 
intervalo de confianza del 95% para la media). Los tumores que perdieron 
ambos (N = 5) mostraron un valor RQ medio de 0.38 (0.13 – 1.10, intervalo de 
confianza del 95% para la media). Si bien no se alcanzó la significación 
estadística, sí se apreció una clara tendencia: los tumores que presentaban 
niveles disminuidos de ARN mensajero de PARP3 tendían a perder los 






Figura 46. Diagramas de barras en los que se representan la frecuencia de LOHs, en 
función de la actividad telomerasa, para los marcadores: A) D3S3026; B) D3S3561;                  
C) D3S3026 y D3S3561, simultáneamente. En los tres casos, se representa en color azul 
las muestras tumorales telomerasa negativas y en rojo aquellas en las que se detectó 
actividad telomerasa. 
situarse entre ambos (P = 0.085, según la prueba t de Student; la diferencia de 

















































4.1.4 LOHs EN D3S3026 Y SU RELACIÓN CON VARIABLES                 
CLÍNICO-PATOLÓGICAS  
 
De los 64 tumores que formaron parte de este estudio, el 43.7% (28/64) 
mostraron LOHs en el locus 51882304-51882524, donde se localiza el 
marcador D3S3026. 
 
Figura 47. Diagramas de cajas en los que se representan la expresión de ARN mensajero 
(RQ) de PARP3 en función de LOHs en los marcadores: A) D3S3026; B) D3S3561;                      
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Al considerar el estadio no se encontraron diferencias significativas entre la 
población con y sin LOHs (P = 0.448, según la prueba Chi cuadrado). 
Presentaron pérdidas de heterozigosidad el 44.7% (17/38) de los tumores en 
estadio I, el 50% (2/4) de los tumores en estadio II, el 44.4 % (8/18) de los 
tumores en estadio IIIA, el 100% (1/1) de los tumores en estadio IIIB y el 0% 
(0/3) de los tumores en estadio IV (Figura 48A). 
 
Con respecto al tamaño tumoral, tampoco se observó relación alguna entre 
esta variable y la aparición de LOHs en el locus aquí estudiado (P = 0.507, 
según la prueba Chi cuadrado). Se detectaron LOHs en el 16.7% (1/6) de los 
tumores clasificados como T1, en el 48.7% (19/39) de los tumores T2, en el 
40% (6/15) de los tumores T3 y en el 50% (2/4) de los tumores T4               
(Figura 48B). 
 
Asimismo, se evaluó la relación entre la presencia de LOHs en D3S3026 y el 
grado de infiltración ganglionar. No se observó asociación entre esta variable y 
la pérdida del fragmento cromosómico aquí estudiado (P = 0.899, según la 
prueba Chi cuadrado). De los tumores sin infiltración ganglionar, el 43.2% 
(19/44) mostraron LOHs; el 33.3% (1/3) de los tumores clasificados como N1 
y el 47% (8/17) de los clasificados como N2 resultaron, también, positivos en 
este análisis (Figura 48C). 
 
Tampoco el tipo histológico parece relacionado con la pérdida de 
heterozigosidad en el locus considerado (P = 0.424, según la prueba Chi 
cuadrado). Se encontró LOHs en el 42.8% (12/28) de los tumores de tipo 
adenocarcinoma, en el 66.7% (16/34) de los carcinomas epidermoides y en el 
0% (0/2) de los carcinomas indiferenciados de célula grande (Figura 49A). 
La pérdida de este fragmento cromosómico no se relaciona con una mayor 
tendencia a recidivar (P = 1.000, según la prueba Chi cuadrado). De los 60 
tumores que formaron parte de este estudio, hubo recurrencia en el 25% 
(15/60) y, de estos, 46.7% (7/15) perdieron el fragmento estudiado. Con 







En la Tabla 39 se recogen los resultados aquí expuestos en relación a la 





















Figura 48. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el 
marcador D3S3026 en función de: A) Estadio tumoral; B) Tamaño del tumor;                    
C) Grado de infiltración ganglionar. En todos los casos, las barras azules indican tumores 









































Se realizó un estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de 
enfermedad, para evaluar la posible influencia de las pérdidas de 
heterozigosidad del marcador D3S3026 en la probabilidad de recidivar. El 
número de pacientes que formaron parte de este estudio fue 58. Los pacientes 
en los que el tumor recidivó y que mostraron LOHs fueron el 26.9% (7/26) de 
la población, siendo el intervalo libre de enfermedad medio 41.6 meses            
(30.8 – 52.4 meses, intervalo de confianza del 95% para la media). Los 
pacientes en los que el tumor recidivó pero no presentaban LOHs fueron 
8/32, el 25%. El intervalo libre de enfermedad medio fue de 45.47 meses              
(36.77 – 54.16 meses, intervalo de confianza del 95% para la media)      
(Figura 50). Las diferencias entre ambas poblaciones no fueron significativas 






Figura 49. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el 
marcador D3S3026 en función de: A) Tipo histológico del tumor; AD, adenocarcinoma; 
CE, carcinoma apidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado de célula grande;                     
B) Recidiva tumoral. En ambos casos, las barras azules indican tumores que no 
presentaron LOHs en el marcador D3S3026 y las rojas aquellos que sí. 
P = 0.424
N = 18












  LOHs EN D3S3026  
VARIABLE Nº DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P 
Estadio 64   0.448 
I 38   17 (44.7) 21 (55.3)  
II 4 2 (50)        2 (50)  
IIIA 18     8 (44.4) 10 (55.6)  
IIIB 1    1 (100)        0 (0)  
IV 3 0 (0)  3 (100)  
Tamaño 64   0.507 
T1 6   1 (16.7)   5 (83.8)  
T2 39 19 (48.7) 20 (51.3)  
T3 15 6 (40) 9 (60)  
T4 4 2 (50) 2 (50)  
Infiltración ganglionar 64   0.899 
N0 44 19 (43.2) 25 (56.8)  
N1 3   1 (33.3)    2 (66.7)  
N2 17        8 (47) 9 (53)  
Tipo histológico 64   0.424 
Adenocarcinoma 28 12 (42.8) 16 (57.2)  
Carcinoma epidermoide 34 16 (66.7) 18 (33.3)  
Carcinoma indiferenciado 
de célula grande 
2        0 (0)  2 (100)  
Recidiva 60   1.000 
Positiva 15   7 (46.7)    8 (53.3)  









Tabla 39. Resumen de los datos de LOHs en D3S3026 en los 64 CNMPs estudiados en esta 








4.1.5 LOHs EN D3S3561 Y SU RELACIÓN CON VARIABLES                
CLÍNICO-PATOLÓGICAS 
 
De los 69 pacientes que resultaron informativos para el marcador D3S3561, 
sólo el 36.2% (25/69) mostraron LOHs en la región 52316909-52317131. 
 
No se obtuvo relación entre el estadio tumoral y la aparición de LOHs en el 
locus estudiado (P = 0.611, según la prueba Chi cuadrado). Los tumores de 
estadio I mostraron una frecuencia de LOHs del 36.8% (14/38); los tumores 
de estadio II, 50% (2/4); los tumores de estadio IIIA, 39.1% (9/23) y los 
tumores IIIB y IV, 0% (0/1 y 0/3, respectivamente) (Figura 51A). 
Curiosamente, los tumores de estadios más avanzados mostraron una menor 
tendencia a perder el fragmento cromosómico estudiado, si bien, tampoco se 
encontraron diferencias significativas al dividir a la población en dos grupos, 
en función del estadio: aquella con estadios iguales o menores a IIIA y aquella 
con estadios más avanzados (IIIB y IV) (P = 0.289, según la prueba Chi 
cuadrado). 
Figura 50. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de 
enfermedad, de 58 pacientes con CNMP. El color azul indica tumores que no presentaron 
LOHs en D3S3026 y el rojo aquellos que sí. 
P = 0.533
LOH D3S3026 (-)   8/32 






El tamaño del tumor no se relacionó con las pérdidas de heterozigosidad               
(P = 0.450, según la prueba Chi cuadrado). Los tumores de tamaño más 
pequeño, T1, presentaron una frecuencia de LOHs del 0% (0/3); los tumores 
T2, 41.9% (18/43); los tumores T3, 31.2% (5/16) y los tumores T4, 28.6% 
(2/7) (Figura 51B). 
 
El grado de infiltración ganglionar no reveló asociación alguna con la 
presencia de LOHs en D3S3561 (P = 0.923, según la prueba Chi cuadrado). 
Los tumores sin infiltración ganglionar mostraron una frecuencia de LOHs del 
38.1% (16/42); los tumores de grado N1, 33.3% (2/6) y los tumores N2, 33.3% 
(7/21) (Figura 51C).   
 
Tampoco se obtuvo relación entre el tipo histológico y la existencia de LOHs en 
el marcador estudiado (P = 0.444, según la prueba Chi cuadrado). Los tumores 
del tipo histológico adenocarcinoma mostraron una frecuencia del 26.9% 
(7/26), los carcinomas epidermoides del 41.5% (17/41) y los carcinomas 
indiferenciados de célula grande del 50% (1/2) (Figura 52A). 
 
No se obtuvieron diferencias significativas (P = 1.000, según la prueba Chi 
cuadrado) entre la población con  LOHs y la que no perdió el fragmento 
cromosómico, en función de la recidiva tumoral. Los tumores que no 
recidivaron mostraron una frecuencia de LOHs del 37.2% (16/43) y los que 
















En la Tabla 40 se recogen los resultados aquí expuestos en relación a la 
pérdida de heterozigosidad en el locus 52316909-52317131, donde se localiza 




Figura 51. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el 
marcador D3S3561 en función de; A) Estadio tumoral; B) Tamaño del tumor;  C) Grado de 
infiltración ganglionar. En todos los casos, las barras azules indican tumores que no 
presentaron LOHs en el marcador D3S3561 y las rojas aquellos que sí. 
A) B) 





























El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, no 
reveló diferencias significativas entre la población que perdía el fragmento 
cromosómico estudiado y la que no (P = 0.990, según la comparación 
estadística Log Rank). Formaron parte del estudio 60 pacientes. El porcentaje 
de pacientes cuyos tumores recidivaron, con y sin LOHs fue semejante: 30.4% 
(7/16) y 32.4% (12/25), respectivamente. El intervalo libre de enfermedad 
medio de los pacientes con LOHs fue de 40.90 meses (30.16 – 51.64 meses, 
intervalo de confianza del 95% para la media). El mismo intervalo medio 
presentaron los pacientes sin LOHs en el marcador D3S3561, si bien, el 
intervalo de confianza del 95% para la media fue, en este caso, de                    





Figura 52. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para el 
marcador D3S3561 en función de: A) Tipo histológico del tumor; AD, adenocarcinoma; 
CE, carcinoma apidermoide; CICG, carcinoma indiferenciado de célula grande;                     
B) Recidiva tumoral. En ambos casos, las barras azules indican tumores que no 

















  LOHs EN D3S3561  
VARIABLE Nº DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P 
Estadio 69   0.611 
I 38 14 (36.8)  24 (63.2)  
II 4 2 (50)         2 (50)  
IIIA 23    9 (39.1) 14 (60.9)  
IIIB 1        0 (0) 1 (100)  
IV 3        0 (0) 3 (100)  
Tamaño 69   0.450 
T1 3        0 (0)  3 (100)  
T2 43 18 (41.9) 25 (58.1)  
T3 16  5 (31.2) 11 (68.8)  
T4 7  2 (28.6)   5 (71.4)  
Infiltración ganglionar 69   0.923 
N0 42 16 (38.1) 26 (61.9)  
N1 6  2 (33.3)   4 (66.7)  
N2 21  7 (33.3) 14 (66.7)  
Tipo histológico 69   0.444 
Adenocarcinoma 26   7 (26.9) 19 (73.1)  
Carcinoma epidermoide 41 17 (41.5) 24 (58.5)  
Carcinoma indiferenciado 
de célula grande 
2        1 (50) 1 (50)  
Recidiva 64   1.000 
Positiva 21    7 (33.3)  14 (66.7)   









Tabla 40. Resumen de los datos de LOH en el marcador D3S3561 en los 69 CNMPs 








4.1.6 LOHs EN D3S3026 Y D3S3561 Y SU RELACIÓN CON 
VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS  
 
Sólo 37 pacientes formaron parte de este estudio, por las razones expuestas 
en el apartado “4.1.3 LOHs en D3S3026 y D3S3561”.  
 
El estadio no se asoció con las pérdidas de heterozigosidad en los loci aquí 
estudiados (P = 0.616, según la prueba Chi cuadrado). Sufrieron LOHs el 35% 
(7/20) de los tumores de estadio I; el 50% (1/2) de los tumores de estadio II; el 
46.1% (6/13) de los tumores de estadio IIIA y ninguno de los tumores de 
estadio IV (0/2) (Figura 54A).  
 
Con respecto al tamaño del tumor, ninguno de los tumores de menor tamaño 
(T1) mostró LOHs (0/2) simultáneas. En el 43.5% (10/23) de los tumores de 
tamaño T2 y en el 36.4% (4/11) de los tumores T3 se detectaron LOHs en 
Figura 53. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de 
enfermedad, de 60 pacientes con CNMP. El color azul indica tumores que no presentaron 
LOHs en el marcador D3S3561 y el rojo aquellos que sí. 
P = 0.990
LOH D3S3561 (-)   12/37






ambos marcadores. En cambio, el único caso de tamaño T4 que formó parte 
del estudio carecía de pérdidas de heterozigosidad (Figura 54B). Las 
diferencias entre las 4 poblaciones no fueron estadísticamente significativas  
(P = 0.542, según la prueba Chi cuadrado). 
 
El grado de infiltración ganglionar no se relacionó con las pérdidas de 
heterozigosidad simultáneas en los dos marcadores analizados (P = 0.710, 
según la prueba Chi cuadrado). Los tumores sin infiltración ganglionar 
sufrieron LOHs con una frecuencia del 37.5% (9/24); aquellos clasificados 
como N1, mostraron LOHs en el 41.7% de los casos (5/12). Sólo hubo un caso 
con infiltración de grado N2 y no presentó LOHs (0/1) (Figura 54C). 
 
Con respecto al tipo histológico, no se obtuvieron diferencias significativas 
entre la población con pérdidas de heterozigosidad, en los dos marcadores de 
manera simultánea, y la que no (P = 0.618, según la prueba Chi cuadrado). 
Los tumores del tipo histológico adenocarcinoma mostraron LOHs con una 
frecuencia del 33.3% (5/15); los carcinomas epidermoides mostraron LOHs en 
un 42.8% de los casos (9/21) y los carcinomas indiferenciados de célula 
grande, en un 0% (0/1) (Figura 55A). 
 
Por último, tampoco se encontraron diferencias significativas entre la 
población compuesta por tumores que recidivaron y la que no (P = 1.000, 
según la prueba Chi cuadrado). El 41.7% (10/24) de los tumores que 
recidivaron mostraron LOHs en ambos loci, así como el 40% (4/10) de los 
tumores que no presentaron recurrencia (Figura 55B). 
 
En la Tabla 41 se recogen los datos aquí expuestos en relación a la presencia 








































Figura 54. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs para los 
marcadores D3S3026 y D3S3561, de manera simultánea, en función de; A) Estadio 
tumoral; B) Tamaño del tumor;  C) Grado de infiltración ganglionar. En todos los casos, 
las barras azules indican tumores que no presentaron LOHs en los marcadores D3S3026 y 






























El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, se 
realizó en 34 pacientes. El porcentaje de pacientes que recidivaron, tanto con 
LOHs como sin esta alteración en los dos loci estudiados, fue prácticamente el 
mismo: 28.6% (4/14) y 30% (6/20), respectivamente (Figura 56). El intervalo 
libre de enfermedad medio para los pacientes con LOHs fue de 37.36 meses 
(21.24 – 53.48 meses, intervalo de confianza del 95% para la media). Los que 
no presentaron LOHs, tuvieron un intervalo libre de enfermedad medio de 
40.97 meses (29.48 – 52.47 meses, intervalo de confianza del 95% para la 
media). Las diferencias entre ambas poblaciones carecieron de significación 







Figura 55. Figura 52. Diagramas de barras en los que se representa la frecuencia de LOHs
para los marcadores D3S3026 y D3S3561, de manera simultánea, en función de: A) Tipo 
histológico del tumor; AD, adenocarcinoma; CE, carcinoma apidermoide; CICG, carcinoma 
indiferenciado de célula grande; B) Recidiva tumoral. En ambos casos, las barras azules 
indican tumores que no presentaron LOHs en los marcadores D3S3026 y D3S3561, de 


















Tabla 41. Resumen de los datos de LOHs en los marcadores D3S3026 y D3S3561 en los 37 
CNMPs estudiados en esta Tesis y su relación con variables clínico-patológicas. 
  LOHs EN D3S3026 Y D3S3561  
VARIABLE Nº DE CASOS POSITIVA (%) NEGATIVA (%) P 
Estadio 37   0.616 
I 20 7 (35)        13 (65)  
II 2 1 (50)  1 (50)  
IIIA 13    6 (46.1)    7 (53.9)  
IIIB 0    ---------    ---------  
IV 2          0 (0)    2 (100)  
Tamaño 37   0.542 
T1 2  2 (100)         0 (0)  
T2 23 10 (43.5) 13 (56.5)  
T3 11   4 (36.4)    7 (63.6)  
T4 1        0 (0)  1 (100)  
Infiltración ganglionar 37   0.710 
N0 24 9 (37.5) 15 (62.5)  
N1 12 5 (41.7)   7 (58.3)  
N2 1       0 (0)  1 (100)  
Tipo histológico 37   0.618 
Adenocarcinoma 15 5 (33.3) 10 (66.7)  
Carcinoma epidermoide 21 9 (42.8) 12 (57.2)  
Carcinoma indiferenciado 
de célula grande 
1       0 (0)  1 (100)  
Recidiva 34   1.000 
Positiva 10        4 (40)         6 (60)  

















4.2 DETERMINACIÓN DE POLIMORFISMOS DE UN SOLO 
NUCLEÓTIDO (SNPs) EN EL GEN PARP3 
 
Debido a la asociación encontrada in vivo entre PARP3 y la actividad 
telomerasa, quisimos profundizar en el estudio de este gen y ver si la 
existencia de SNPs podría estar relacionada con la actividad telomerasa. Se 
evaluaron dos SNPs, según lo descrito en el apartado de Material y Métodos 
“9.2 Determinación de polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en el gen 
PARP3”. 
 
De las 94 muestras no tumorales analizadas, 3 mostraron SNPs en las 
posiciones estudiadas y eran heterozigotas (2.8%). Curiosamente, los 
pacientes que mostraron SNP en Rs 323868, también lo mostraron en                  
Rs 188953. No se detectó ningún caso homozigoto para el alelo minoritario, 
siendo su frecuencia de 1.6%. 
Figura 56. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, medidas como intervalo libre de 
enfermedad. El color azul indica tumores que no presentaron LOHs en los marcadores 
D3S3026 y D3S3561, de manera simultánea, y el rojo aquellos que sí. 
P = 0.668
LOHs D3S3026 y D3S3561 (-)   6/20 






El estudio estadístico no reveló diferencias significativas entre la población con 
y sin SNPs, con respecto a la actividad telomerasa, si bien sólo se contó con 3 
pacientes en el primer grupo (P = 0.432, según la prueba Chi cuadrado). Entre 
éstos, 2/3 (66.7%) mostraron actividad enzimática; la población que careció de 
polimorfismos en las posiciones estudiadas también mostró, 
mayoritariamente, actividad telomerasa (76/91, esto es, 83.5%) (Figura 57). 
 
No se pudo evaluar la posible relación entre los SNPs en Rs 323868 y           
Rs 188953 y la expresión de ARN mensajero del gen PARP3, ya que sólo se 
dispuso de un caso con SNPs del que se tuviera el dato de expresión. Su RQ 
















    
 
Figura 57. Diagrama de barras en el que se representa la frecuencia de actividad de la 
enzima telomerasa en función de los SNPs en Rs 323868 y Rs 188953, localizados en el 
gen PARP3. Las barras azules indican tumores que no mostraron actividad enzimática y 










4.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA EN LA 
LÍNEA CELULAR A549 
 
4.3.1 CARACTERIZACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR A549 
 
Inicialmente, se evaluaron los niveles del ARN mensajero de PARP3 mediante 
PCR cuantitativa a tiempo real. De esta forma, quisimos comprobar las 
características de las células con objeto de tener unos valores de referencia. El 
valor medio [delta]CT  fue 8.86 (8.65 – 9.07, intervalo de confianza del 95% 
para la media).  
 
El estudio de la actividad telomerasa en la línea celular A549, reveló que la 
enzima se encontraba altamente activa en las células. 
 
Debido a los resultados encontrados, se determinó que el abordaje más 
indicado era sobre-expresar PARP3 en la línea celular y comprobar si la 
actividad telomerasa disminuía. 
 
 
4.3.2 TRANSFECCIÓN TRANSITORIA DE LA LÍNEA CELULAR A549 
 
La determinación de los niveles de expresión del ARN mensajero de PARP3 en 
células transfectadas con los vectores pcDNA-DEST53 y                          
pcDNA/GW-53/PARP3 y en células no transfectadas, reveló que la expresión 
génica de PARP3 no se alteraba, a lo largo del tiempo, en las células 
transfectadas con el vector pcDNA-DEST53. Sin embargo, las células 
transfectadas con pcDNA/GW-53/PARP3 sobre-expresaban PARP3, de manera 
decreciente a lo largo del tiempo. A las 24 horas post-transfección, los niveles 
de expresión génica de PARP3 eran, aproximadamente, 65 veces superiores a 
las células no transfectadas. A las 48 horas post-transfección, 52 veces y a las 
96 horas post-transfección, la expresión de PARP3 caía a niveles cercanos a 






vector  pcDNA-DEST53 estuvieron en torno a 1 en los distintos tiempos 
evaluados (Figura 58). 
 
 
A continuación, evaluamos la actividad telomerasa, a partir de los extractos 
proteicos, en células transfectadas con el vector pcDNA-DEST53 y con el 
vector pcDNA/GW-53/PARP3 a distintos tiempos.  
 
A las 24 horas post-transfección no se detectó variación entre los niveles de 
actividad enzimática en los extractos proteicos pcDNA-DEST53 y los extractos 
pcDNA/GW-53/PARP3. El ratio medio de la absorbancia de los extractos 
proteicos pcDNA/GW-53/PARP3/absorbancia de los extractos proteicos 
pcDNA-DEST53, fue 1.08 (0.92 – 1.24, intervalo de confianza del 95% para la 
media). En cambio, a las 48 horas post-transfección el ratio descendió a 0.67 
(0.66 – 0.67, intervalo de confianza del 95% para la media), lo que significa 
que la actividad telomerasa disminuyó un 40.6%. De hecho, las diferencias de 
actividad enzimática a las 24 y 48 horas post-transfección fueron 
estadísticamente significativas (P = 0.034, según la prueba U de                      
Figura 58. Diagrama de barras en el que se representan los valores medios de RQ de 
PARP3 en la línea celular A549 a distintos tiempos. VE, células transfectadas con el 
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Mann-Whitney). A las 96 horas post-transfección, se observó un ligero 
aumento en la actividad telomerasa, siendo el ratio 0.74 (0.55 – 0.92, intervalo 
de confianza del 95% para la media). De nuevo, las diferencias entre la 
actividad enzimática a las 24 y a las 96 horas post-transfección fueron 
significativas (P = 0.005, según la prueba t de Student). Sin embargo, no se 
encontraron diferencias entre los niveles de actividad a las 48 y 96 horas post-




Los fragmentos teloméricos obtenidos tras la amplificación, durante el ensayo 






Figura 59. Diagrama de barras en el que se representan los ratios medios absorbancia de 
los extractos proteicos pcDNA/GW-53/PARP3/absorbancia de los extractos proteicos 





























































































































Figura 60. Electroforesis de las secuencias teloméricas añadidas por la enzima 
telomerasa, mediante el ensayo TRAP. A549, extracto proteico de la línea celular; A549 
neg, extracto proteico de la línea celular en el que se ha inactivado el componente ARN; 
VE, células transfectadas con el vector pcDNA-DEST53; P, células transfectadas con el 
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El desarrollo del cáncer lleva asociado la alteración de genes fundamentales 
que controlan las principales vías reguladoras del ciclo celular, transducción 
de señales, reparación del ADN y apoptosis.  
 
El cáncer de pulmón es el resultado final de la acción de múltiples factores 
que lesionan el epitelio bronquial y representa el tipo tumoral que da lugar a 
mayor mortalidad en el mundo. El principal problema que conlleva el 
desarrollo de esta enfermedad es que no se ha encontrado una terapia que 
pueda ser considerada eficaz para paliarla y, en este sentido, cabe destacar la 
relevancia que están adquiriendo los estudios sobre los mecanismos 
moleculares implicados en la carcinogénesis pulmonar. Estas investigaciones 
van dirigidas, fundamentalmente, a la identificación de marcadores 
moleculares relacionados con la progresión tumoral, que puedan ser 
empleados como factores pronóstico útiles para el establecimiento de 
protocolos terapéuticos adecuados. Asimismo, se han dirigido a evaluar la 
relación entre la actividad reparadora del ADN y la predisposición al desarrollo 
de cáncer de pulmón. A este respecto, hay que considerar que el principal 
factor etiológico del cáncer de pulmón es el consumo de tabaco, reflejado por 
el hecho de que el 80-90% de los casos diagnosticados corresponden a 
individuos con hábito tabáquico. Sin embargo, del total de individuos 
fumadores, desarrollan la enfermedad alrededor del 10-15%, lo cual indica 
que el efecto carcinogénico del humo del tabaco no afecta por igual a todos los 
fumadores; más bien es necesario considerar diferencias genéticas que 
predisponen al cáncer de pulmón, y que se relacionan, entre otras, con 
mecanismos de reparación del ADN, pues los individuos afectados por esta 
patología presentan una menor capacidad reparadora que los individuos sanos 
(Spitz et al., 1999; Bartsch et al., 2000; Wei et al., 2000; Gackowski et al., 
2003; Paz-Elizur et al., 2003). No obstante, hay que considerar que esta 
disminución en la capacidad de reparación en pacientes afectados de cáncer, 
cuando se compara con individuos sanos, puede ser un efecto de la 







La resección quirúrgica, en los estadios tempranos de la enfermedad, es el 
tratamiento de elección para los cánceres no microcíticos de pulmón (CNMPs). 
Sin embargo, las tasas de supervivencia continúan siendo bajas, por lo que se 
requiere la identificación de nuevos factores pronóstico y dianas terapéuticas 






1. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN TELOMÉRICA EN 
CÁNCER NO MICROCÍTICO DE PULMÓN Y SU 
RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO-
PATOLÓGICAS 
 
El acortamiento de los telómeros en las células somáticas, como consecuencia 
del “problema de la replicación terminal”, evita la pérdida de genes localizados 
en la parte próxima a los extremos cromosómicos, actuando como reloj 
mitótico y regulando el número de divisiones de la célula. Cuando los 
telómeros alcanzan una longitud crítica y no pueden proteger la parte final de 
los cromosomas mediante la estructura de T-loop, la célula entra en 
senescencia o apoptosis. Por tanto, la pérdida progresiva del ADN telomérico 
en humanos se ha definido como un mecanismo supresor de tumores, capaz 
de limitar la proliferación. No obstante, hay células capaces de evitar este 
mecanismo de regulación y continúan proliferando, lo que da lugar a 
telómeros extremadamente cortos. Esta pérdida de la homeostasis telomérica 
se traduce en fusiones y roturas cromosómicas, translocaciones, 
aneuploidía.... En definitiva, en una elevada inestabilidad genómica. Ésta 
permite a la célula adquirir nuevas alteraciones que potenciarán su 
crecimiento incontrolado. Para ello, es fundamental que mantengan un 
número de repeticiones teloméricas, lo que se consigue mediante la actividad 
de la enzima telomerasa o por el mecanismo alternativo de elongación 
telomérica.  
 
Por tanto, pese a que el acortamiento de los telómeros actúa como un 
mecanismo supresor de tumores, también favorece la expansión tumoral 
mediante la selección de células con alteraciones en los puntos de control del 
ciclo celular y en los factores de reparación del ADN. La vías de p53 y p16/Rb 
son las encargadas, en último término, de dirigir la entrada en senescencia o 







1.1 ESTUDIO DE LA FUNCIÓN TELOMÉRICA 
 
El análisis de la longitud de los telómeros en la población de CNMP incluida 
en esta Tesis se realizó mediante Southern-blot, de manera que se obtuvo la 
longitud telomérica media de los cromosomas de todas las células contenidas 
en cada muestra tisular de pulmón. Los resultados determinaron que los 
tumores presentaban una longitud media menor que las muestras de tejido 
control, si bien las diferencias carecieron de significación estadística. Esto no 
debe resultar extraño si tenemos en cuenta que las células tumorales sufren 
un mayor número de divisiones que las células sanas y la tasa de recambio es 
más rápida.  
 
Se han realizado pocos trabajos en los que se haya estudiado, en CNMP, el 
estatus telomérico y su relación con variables clínico-patológicas. Sin 
embargo, los grupos que han evaluado la longitud de las secuencias 
teloméricas en muestras tumorales y no tumorales han llegado a la misma 
conclusión. Hsu et al. (2004, 2007) encontraron telómeros más cortos en las 
muestras tumorales que en las no tumorales. Estas diferencias, al contrario 
que las obtenidas en esta Tesis, fueron estadísticamente significativas. Un 
estudio llevado a cabo en lesiones preinvasivas y carcinomas invasivos de 
pulmón, determinó que los telómeros se acortaban conforme avanzaba el 
proceso neoplásico (Lantuejoul et al., 2005).  
 
Existen resultados en la bibliografía, referentes a otros tipos tumorales, como 
tumores de próstata, hígado, vejiga, estómago, colorrectal, riñón, cabeza y 
cuello, en los que también se ha detectado acortamiento telomérico (Meeker et 
al., 2002a y 2002b; Wu X et al., 2003; Broberg et al., 2005;  García-Aranda et 
al., 2006). 
 
Los resultados obtenidos en esta Tesis ponen de manifiesto una correlación 
significativa y positiva entre la longitud de los telómeros en las muestras no 
tumorales y tumorales, esto es, a menor longitud telomérica en la muestra 
control, menor longitud en la correspondiente muestra tumoral. Este hecho 





gradual y paulatino, que tiene lugar en cada ciclo celular y que viene 
determinado por la longitud original de los telómeros, así como por el estilo de 
vida de cada individuo.  
 
La medición de la actividad telomerasa, mediante el ensayo TRAP, reveló que 
la mayoría de los tumores tenían actividad enzimática, en concreto el 83.2%. 
Estos resultados muestran concordancia con los obtenidos por otros grupos, y 
con datos previos del nuestro, no sólo en cáncer de pulmón, sino también en 
otros tipos tumorales, pues la detección de actividad telomerasa en células 
cancerígenas es un hecho característico de esta enfermedad, por lo descrito 
anteriormente: las células necesitan mantener un mínimo de secuencias 
teloméricas para poder dividirse (Kim et al., 1994; Shay y Wright, 1996; 
Breslow et al., 1997; Umbritch et al., 1999; Taga et al., 1999; Osaki et al., 
2000; Hara et al., 2001; Gonzalez-Quevedo et al., 2002; revisado por Hahn, 
2003; Wu TC et al., 2003; Lantuejoul et al., 2004; Lantuejoul et al., 2005; Oh 
et al., 2005; Garcia-Aranda et al., 2006; revisado por Lantuejoul et al., 2007; 
revisado por Harley, 2008). El hecho de que el resto de tumores analizados 
careciera de actividad enzimática (16.8%), puede ser debido a la existencia de 
mecanismos alternativos de elongación telomérica, o bien a que no desarrollen 
ningún mecanismo de mantenimiento telomérico, como ha sido descrito para 
algunos tumores, los cuales presentan un pronóstico más favorable (Ulaner et 
al., 2003; revisado por Bollman, 2007).  
 
Los tumores en los que se detectó actividad telomerasa presentaban una 
longitud telomérica media muy similar a la del grupo de tumores carentes de 
actividad enzimática. La función de los mecanismos de mantenimiento de las 
secuencias teloméricas es lograr que los telómeros, simplemente, mantengan 
una longitud que permita a la célula continuar dividiéndose de manera 
indefinida, lo que se refleja en nuestra población. Otra posible explicación es 
que la enzima telomerasa tiende a elongar, preferentemente, los telómeros más 
cortos, de manera que aquellos extremos cromosómicos que mantienen un 
número determinado de secuencias teloméricas no son sustrato de la enzima. 
Además, no debemos olvidar que el resultado de TRF es la media de la 





de asociación entre la longitud telomérica y la actividad telomerasa ya había 
sido descrita en CNMP (Hirashima et al., 2000; Hsu et al., 2004, 2007).  
 
 
1.2 ESTUDIO DEL ESTATUS TELOMÉRICO Y SU 
RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS  
 
El estudio de la longitud telomérica en relación con variables                      
clínico-patológicas, determinó que los tumores de estadios más avanzado (IIIB 
y IV) y de mayor tamaño (T4) mostraban secuencias teloméricas de menor 
longitud, obteniéndose, en este último caso, diferencias estadísticamente 
significativas. La falta de asociación estadística entre la longitud de los 
telómeros y el estadio ha sido, también, referida por otro grupo, si bien, 
consideran que la mayor división celular, inherente a tumores más avanzados, 
lleva a una mayor pérdida de secuencias teloméricas (Hsu et al., 2004).  
 
También se detectaron telómeros claramente más cortos en el tipo histológico 
carcinoma indiferenciado de célula grande. No es posible llegar a ninguna 
conclusión, pues sólo se dispuso de 4 muestras pertenecientes a este grupo. 
No obstante, sería interesante profundizar en su estudio ya que, aunque se 
trata del tipo histológico minoritario de CNMP, su pronóstico es el más 
desfavorable (Iyoda et al., 2006), y el acortamiento telomérico puede ser una 
de las causas.  
 
Para poder realizar un estudio de supervivencia, medida como intervalo libre 
de enfermedad, dividimos a la población de pacientes en dos grupos en 
función del estatus telomérico: los pacientes con tumores cuyo ratio                     
TRF T/TRF N era inferior a 1 se agruparon como pacientes con acortamiento 
telomérico, mientras que si el ratio era igual o superior a 1, se clasificaron en 
el grupo de mantenimiento de la longitud de las secuencias teloméricas. El 
ratio TRF T/TRF N evita posibles sesgos en relación a la edad, sexo, hábito 





El acortamiento de los telómeros en la población de tumores no microcíticos 
de pulmón evaluada en esta Tesis, constituye un factor de mal pronóstico, 
siendo éste independiente del estadio tumoral y del grado de infiltración 
ganglionar, como demostró el análisis multivariante de Cox (P = 0.012). En 
nuestro estudio, los pacientes que acortaban la longitud de las secuencias 
teloméricas en la muestra tumoral, con respecto a la muestra no tumoral, 
presentaron un intervalo libre de enfermedad medio de 38.32 meses                 
(29.04 – 47.60 meses, intervalo de confianza del 95% para la media) frente a 
52.60 meses (43.35 – 61.84 meses, intervalo de confianza del 95% para la 
media) en aquellos pacientes clasificados en el grupo de mantenimiento 
telomérico (P = 0.020). Además, en casi la mitad de los pacientes con 
acortamiento de las secuencias teloméricas (44.2%) el tumor recidivó durante 
el periodo de seguimiento, frente al 19% en el caso de los pacientes cuyo               
TRF T/TRF N fue superior o igual a 1. 
 
Recientemente, ha sido descrito que el acortamiento de los telómeros, en 
CNMP, es un factor de riesgo para su desarrollo y, por tanto, puede ser 
empleado como marcador de susceptibilidad (Jang et al., 2008). Asimismo, un 
estudio realizado en pacientes con cáncer de vejiga, en el que se evaluó el 
estatus telomérico y su relación con el tabaco, también determinó que el 
acortamiento de las secuencias teloméricas, unido al hábito tabáquico, 
constituía un riesgo en el desarrollo de cáncer de vejiga 6 veces superior al de 
los sujetos que no fumaban y tenían telómeros largos. Por tanto, en cáncer de 
vejiga y, probablemente, en cáncer de pulmón, existe un efecto sinérgico entre 
la longitud de las secuencias teloméricas y el tabaco (Broberg et al., 2005). Es 
más, estudios realizados en otros tumores relacionados con el tabaco, como el 
cáncer de cabeza y cuello y riñón, arrojaron las mismas conclusiones: el 
acortamiento de los telómeros se asocia a un mayor riesgo de desarrollar estos 
tipos de cáncer, riesgo que se ve aumentado en individuos fumadores, 
existiendo, por tanto, grupos poblacionales genéticamente más susceptibles de 
padecer esta patología (Wu X et al., 2003). 
 
Estos datos clínicos apoyan la teoría del papel dual de los telómeros: por un 





su entrada en senescencia o muerte por apoptosis. Sin embargo, la no 
protección de los extremos cromosómicos lleva asociada una fuerte 
inestabilidad genómica que, si no desemboca en la muerte celular, es 
responsable de numerosas alteraciones que contribuyen al desarrollo 
tumorigénico. 
 
Estudios realizados en nuestro grupo con tumores de diferentes orígenes, 
colorrectal y gástrico en concreto, revelaron que el acortamiento de los 
telómeros resultaba en un pronóstico más favorable que el mantenimiento, 
pues estaba actuando como mecanismo supresor de tumores (García-Aranda 
et al., 2006). Estos datos reflejan la importancia de las vías p53 y p16/Rb en 
el papel dual de los telómeros, así como, posiblemente, de las distintas 
proteínas teloméricas y factores de reparación del ADN. 
 
Las alteraciones en p53 son una característica común en la mayoría de los 
tumores. En concreto, esta proteína está mutada, muy frecuentemente, en 
CNMP (Gazzeri et al., 1994; Franklin et al., 1997; revisado por Wislez et al., 
2006; revisado por Huang et al., 2007; Gao K et al., 2008). En ratones, el 
acortamiento telomérico, unido a la falta de p53, promueve la tumorigénesis 
(Artandi et al., 2000). Además, confiere ventajas proliferativas a la célula, pues 
causa inestabilidad genómica y pérdida de los mecanismos de control de daño 
en el ADN, senescencia y apoptosis (Vogelstein et al., 2000). 
 
Resultados semejantes se han encontrado asociados a la falta de p16: ésta, 
junto a la actividad telomerasa, es capaz de inmortalizar eficientemente a las 
células epiteliales (Kiyono et al., 1998). Nuestro grupo, y otros, han 
demostrado que las alteraciones en p16 son frecuentes en CNMP y se 
correlacionan con un peor pronóstico en los pacientes estudiados (Fong et al., 
1999; Groeger et al., 1999; González-Quevedo et al., 2002;                   
Wikenheiser-Brokamp, 2006; Capkova et al., 2007). De hecho, se han 
detectado hipermetilaciones en el promotor de p16 en fumadores crónicos 






Por tanto, parece claro que la alteración en CNMP de las vías implicadas en la 
entrada de la célula en senescencia y muerte por apoptosis, constituye un 
evento frecuente. Esto se traduce en que el acortamiento de los telómeros no 
es reconocido como ADN dañado, no se activan estos mecanismos, y se 
favorece la continua división celular que, finalmente, se traduce en una 
elevada inestabilidad genómica, muy positiva para el desarrollo tumoral. 
 
 
1.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA Y SU 
RELACIÓN CON VARIABLES CLÍNICO-PATOLÓGICAS  
 
El estudio de la actividad de la enzima telomerasa en relación con distintos 
parámetros clínico-patológicos, no reveló, en esta Tesis, ningún tipo de 
asociación estadística. El mayor porcentaje de tumores en los que se detectó 
actividad telomerasa, se correspondía con tumores menos avanzados y de 
menor tamaño.   
 
En la bibliografía aparecen datos contradictorios con respecto al estudio de la 
actividad telomerasa y su asociación con variables clínico-patológicas en 
cáncer no microcítico de pulmón. Mientras que algunos autores afirman que 
no existen asociaciones, otros las confirman, no estando establecido un 
criterio claro (Marchetti et al., 1999; Taga et al., 1999; Hara et al., 2001; 
Kumaki et al., 2001; Marchetti et al., 2002; Hsu et al., 2004; revisado por Shin 
et al., 2006; revisado por Lantuejoul et al., 2007). Hay que tener en cuenta 
que, en muchos de estos estudios, no se incluyen todos los estadios tumorales 
y que el estudio estadístico se ha realizado agrupando a los pacientes según 
distintos criterios. 
  
De nuevo, el tipo histológico carcinoma indiferenciado de célula grande se 
comportó de forma diferente al resto de los subtipos histológicos estudiados en 
esta Tesis: de los 4 tumores incluidos en este grupo, sólo 1 (25%) mostró 
actividad telomerasa, frente al 84.2% y 86.8% de los tumores de tipo 
adenocarcinoma y carcinoma epidermoide, respectivamente, lo que determinó 





vez más, no debemos olvidar el bajo número muestral, siendo interesante 
ampliar esta población para confirmar los datos y, de ser así, buscar la posible 
causa molecular de este comportamiento. Estos resultados son contrarios a 
los descritos por otros grupos, en los que este tipo histológico mostraba los 
mayores índices de actividad telomerasa o, simplemente, no se encontró 
asociación entre la actividad telomerasa y el tipo histológico (Marchetti et al., 
1999; Taga et al., 1999; Hara et al., 2001; Kumaki et al., 2001; Lantuejoul et 
al., 2004). 
 
El estudio de supervivencia, medida como intervalo libre de enfermedad, reveló 
que ninguno de los tumores sin actividad telomerasa recidivó, frente al 37% de 
los casos que mostraron actividad telomerasa en la muestra tumoral, lo que 
relaciona, claramente, a la actividad telomerasa detectada mediante el ensayo 
TRAP en las muestras tumorales, con un peor pronóstico. Este resultado, 
obtenido anteriormente por nuestro grupo a partir de una serie diferente de 
CNMP, y por otros grupos, no es exclusivo de este tipo tumoral (Marchetti et 
al., 1999; Taga et al., 1999; Hara et al., 2001; González-Quevedo et al., 2002; 
Marchetti et al., 2002; Wu TC et al., 2003). Numerosos estudios clínicos 
relacionan la presencia de actividad telomerasa en la muestra tumoral con 
recidivas del tumor y, por tanto, con un peor pronóstico para pacientes con 
cáncer colorrectal, de mama, gástrico, cervical, carcinoma hepatocelular, 
leucemias, neuroblastomas y meningiomas (Hiyama et al., 1995a; Hiyama et 
al., 1995b; Breslow et al., 1997; Clark et al., 1997; Langford et al., 1997; 
Shimada et al., 2000; Tatsumoto et al., 2000; Wisman et al., 2000; revisado 
por Shin et al., 2006). Esta asociación tan evidente entre la detección de 
actividad telomerasa en la muestra tumoral y la evolución de los pacientes, ha 
hecho que se considere su utilidad en la práctica clínica, tanto como marcador 
pronóstico, como en el sector farmacéutico, diseñándose fármacos capaces de 
evitar la elongación de los telómeros por la enzima telomerasa en las células 
tumorales. 
 
Debido a la relación encontrada entre la actividad telomerasa, el estatus 
telomérico y el intervalo libre de enfermedad, quisimos profundizar en ello y 





entre los pacientes con tumores telomerasa positivos, subgrupo que presentó 
peor pronóstico. El acortamiento telomérico fue, una vez más, causa de un 
mayor porcentaje de recidivas, de manera que, aproximadamente, en la mitad 
de los pacientes que mostraron actividad telomerasa y TRF T/TRF N inferior a 
1 en la muestra tumoral, el tumor recidivó, siendo el intervalo libre de 
enfermedad medio 32.92 meses (22.93 – 42.92 meses, intervalo de confianza 
del 95% para la media), frente a 50.68 meses (40.49 – 60.87 meses, intervalo 
de confianza del 95% para la media) para aquellos pacientes que mantuvieron 
la longitud de las secuencias teloméricas en la muestra tumoral, con respecto 







2. ANÁLISIS DE LOS GENES DE REPARACIÓN DEL 
ADN EN CÁNCER NO MICROCÍTICO DE PULMÓN Y 
SU RELACIÓN CON LA FUNCIÓN TELOMÉRICA 
 
Mediante el uso de matrices de ADN complementario de genes que participan 
en la reparación del ADN y en la estabilidad genómica, realizamos un estudio 
encaminado a seleccionar cuáles de ellos podrían estar relacionados con el 
desarrollo del CNMP y con la homeostasis telomérica. Posteriormente, y como 
está descrito en la bibliografía, este análisis se corroboró por PCR cuantitativa 
a tiempo real, técnica más sensible y reproducible.  
 
En general, los resultados obtenidos a partir de las matrices no se validaron 
en el análisis por PCR cuantitativa. La razón de esto podría ser que las 
matrices empleadas contenían secuencias de ADN bastante largas, lo que, 
según consideró la propia empresa que las comercializó, pudo crear problemas 
en la hibridación. Actualmente, esta casa comercial ha sustituido el ADN 
complementario por unas secuencias de oligonucleótidos específicas de cada 
gen que muestran mejores resultados, como hemos podido comprobar en 
nuestro grupo (Ortega et al., 2008). 
 
Para estudiar la posible implicación de los factores de reparación del ADN en 
la homeostasis telomérica, se seleccionaron los genes que mostraron 
diferencias medias de expresión de ARN mensajero, significativas o cercanas a 
la significación estadística, de, al menos, 2 veces entre la población tumoral 
con acortamiento telomérico superior al 20%, con respecto a su 
correspondiente muestra control, y el grupo de tumores que mantenía la 
longitud de los telómeros. También se llevaron a cabo estudios de expresión 
génica en relación con la actividad telomerasa. 
 
Asimismo, y aunque no mostraron diferencias de expresión génica en ninguna 
de las situaciones mencionadas anteriormente, se incluyeron en el estudio por 
PCR cuantitativa a tiempo real genes claramente implicados en la función 





De esta manera, y tras analizar por PCR cuantitativa a tiempo real los niveles 
de ARN mensajero de 19 genes en los 37 tumores de los que se dispuso, sólo 
aparecieron diferencias de expresión entre la población tumoral y la mezcla de 
muestras no tumorales en 4 casos: DCLRE1C, GTF2H1, TRF2 y FLJ10858. En 
los tres primeros, la expresión génica se encontraba disminuida en la mayoría 
de las muestras tumorales. En concreto, 75.7%, 63.9% y 50% de los casos 
analizados mostraron niveles de expresión inferiores a la mitad de los 
registrados en el control. En el caso de FLJ10858 los niveles de ARN 
mensajero superaban el rango considerado como normal en el 82.9% de los 
tumores analizados, corroborándose en este caso el resultado obtenido a partir 
de las matrices de ADN complementario. Además, FLJ10858 mostró 
diferencias de expresión cercanas a la significación estadística en función del 
estadio tumoral. Si bien los niveles de ARN mensajero se encontraban 
elevados, tanto en estadios tempranos como en estadios más avanzados, la 
sobre-expresión de FLJ10858 fue más acusada en los estadios IIIB y IV.  
 
FLJ10858, también conocida como NEIL3 y hFPG2, forma parte de la vía de 
reparación del ADN por escisión de bases, siendo una de las 5 ADN 
glicosilasas que forman parte de esta vía y que reparan el daño oxidativo en el 
ADN. Estudios llevados a cabo en tejidos sanos determinaron, mediante           
Northern-blot, que la expresión de FLJ10858 se limitaba al timo y testículos. 
En la población analizada en esta Tesis detectamos expresión en el tejido 
pulmonar sano, si bien los niveles fueron bajos, pues el CT medio                   
inter-experimental fue 35.05. FLJ10858 se colocaliza con RPA, lo que ha 
llevado a postular su implicación en la reparación de daños oxidativos en el 
ADN en los que RPA participa (Morland et al., 2002; Hailer et al., 2005).  
 
Otra glicosilasa de la vía de reparación por escisión de bases evaluada en esta 
Tesis fue NTHL1. Ésta se expresa de manera ubicua, si bien sus niveles son 
bajos en tejido pulmonar (Aspinwall et al., 1997; Imai et al., 1998). NTHL1 
repara las oxidaciones en pirimidina (Ikeda et al., 1998; Sarker et al., 1998). 
Nuestros resultados indican diferencias en las recurrencias tumorales en 
función de la expresión génica de NTHL1. Dentro del grupo con expresión 





10% de recurrencias en el grupo tumoral en el que la expresión génica de 
NTHL1 se evaluó como normal. Las diferencias entre los intervalos libre de 
enfermedad medios eran cercanas a la significación estadística (P = 0.073). A 
pesar del bajo número muestral, estos resultados sugieren que las 
alteraciones en los niveles de NTHL1 pueden tener un fuerte impacto 
pronóstico.  
 
Diversos estudios han demostrado que el daño oxidativo en el ADN y la 
capacidad de reparación varían entre los distintos tejidos (Karahalil et al., 
2002). Las enzimas ADN glicosilasas evaluadas en esta Tesis presentan bajos 
niveles de expresión génica en el tejido pulmonar normal. Éste, cuando está 
sometido a la acción de los carcinógenos del tabaco, es susceptible de sufrir 
un gran daño oxidativo por lo que, alteraciones en los mecanismos 
reparadores de estas lesiones, podrían estar contribuyendo a la no 
subsanación de los daños en el ADN. En el caso de FLJ10858 sería interesante 
evaluar si su sobre-expresión en el tumor es el resultado de un mecanismo 
compensatorio por parte de la célula, de manera que responde al daño 
oxidativo que está sufriendo con un aumento de expresión de esta glicosilasa 
para intentar paliarlo.  
 
En un trabajo reciente realizado en la línea celular de cáncer de mama MCF7, 
los autores demostraron que la inhibición de NTHL1, mediante ARN de 
interferencia, sensibilizaba a las células frente a cisplatino, molécula 
empleada en el tratamiento del cáncer de pulmón, tanto en la línea celular 
transfectada sólo con ARN de interferencia, como en células que sobre-
expresaban YB-1, proteína que, en niveles elevados, está asociada con 
resistencias a este compuesto. Estos resultados han llevado a los autores a 
sugerir que la inhibición de la actividad de esta glicosilasa podría ser una 
diana potencial para sensibilizar a las células frente al tratamiento con 
cisplatino (Guay et al., 2008). Estos datos explican, quizá, por qué los 
pacientes que sobre-expresan NTHL1, en la población evaluada en esta Tesis, 
presentan un pronóstico más desfavorable que aquellos cuyos niveles de 






TRF2 es una proteína que se une directamente al ADN telomérico, 
participando en la formación del T-loop.  Blasco et al. (2007), a partir de 
estudios llevados a cabo en ratones deficientes en telomerasa, han definido a 
TRF2 como un potente factor oncogénico. Su sobre-expresión contribuye a la 
inestabilidad genómica y al desarrollo tumorigénico, pues es responsable del 
acortamiento de los telómeros de manera independiente de su longitud y de la 
actividad telomerasa. En nuestro estudio, el acortamiento telomérico 
constituye un factor de pronóstico desfavorable como consecuencia, 
probablemente, de la inestabilidad genómica y de la pérdida de las proteínas 
que forman parte de las vías de senescencia y apoptosis. Por ello, cabría 
esperar que los niveles de TRF2 fueran elevados en la población tumoral que 
forma parte de este estudio, contribuyendo así a esta inestabilidad. Sin 
embargo, los niveles de ARN mensajero se encontraron dentro del rango 
establecido como normal en el 50% de los casos analizados, y disminuidos en 
la otra mitad de los tumores. Una posible explicación sería que, al disminuir 
TRF2, se vería comprometida la formación del T-loop y, por tanto, la inhibición 
de ATM, favoreciendo las fusiones cromosómicas y la consiguiente 
inestabilidad genómica derivada de estos procesos. Hsu et al. (2004, 2007) y 
Lin et al. (2006) han determinado, a partir de muestras de pacientes afectados 
de CNMP, que no existen alteraciones en la expresión de TRF2 en las muestras 
tumorales, con respecto a las muestras control. Sin embargo, resultados 
contradictorios se han obtenido con respecto al papel de los genes teloméricos 
en distintos cánceres, pues hay estudios en los que sus niveles aparecen 
aumentados, mientras que otros afirman que disminuyen (revisado por 
Cookson y Laughton, 2008). 
 
Curiosamente, no se observaron diferencias significativas en la expresión de 
los genes evaluados en esta Tesis entre los tumores que mostraron un 
acortamiento telomérico superior al 20% y los que mantuvieron las secuencias 
teloméricas. Dos factores importantes deben considerarse en la explicación de 
este hecho. Por un lado, el bajo número muestral: 22 tumores incluidos en el 
primer grupo y 15 en el segundo. Por otro lado, tal vez, el criterio que 
establecimos en función del estatus telomérico fue muy restrictivo. Hsu et al. 





telomérico, sin tener en cuenta el grado, mostraban mayores niveles de ARN 
mensajero de TRF2, TRF1 y hTERT, contribuyendo, los dos primeros, a la 
protección de los telómeros previa a la activación de la enzima telomerasa. Sin 
embargo, Lin et al. (2006) no encontraron ninguna asociación entre la longitud 
telomérica y la expresión de genes asociados a los telómeros en cánceres no 
microcíticos de pulmón. 
 
En los tumores evaluados, la longitud de los fragmentos teloméricos se 
correlacionó positiva y significativamente con los niveles de ARN mensajero de 
TOP3B y PMS1, de manera que, a menor expresión génica, menor longitud 
telomérica. 
 
TOP3B pertenece a la familia de las enzimas ADN topoisomerasas, implicadas 
en la resolución de super-enrrollamientos del ADN durante la replicación, 
transcripción y la reparación del ADN por mecanismos de recombinación y por 
formación de Holliday junctions. Asimismo, esta familia de proteínas también 
interviene en la compactación de la cromatina y en la segregación 
cromosómica. Por otro lado, son diana de fármacos anti-tumorales. Ha sido 
descrito que algunas topoisomerasas interaccionan con proteínas de la familia 
de las RecQ helicasas, a la que pertenecen WRN y BLM, proteínas implicadas 
en la función telomérica (revisado por Champoux, 2001; revisado por Wang 
JC, 2002; revisado por Laursen et al., 2003).  
 
Trabajos llevados a cabo en ratones deficientes en TOP3B demostraron que, si 
bien no se producían anormalidades embrionarias o neonatales aparentes, los 
animales mutados tenían una vida media inferior a la de los animales sin 
ninguna alteración y los machos mostraban infertilidad (Kwan y Wang, 2001; 
Kwan et al., 2003). En levaduras derivadas de la cepa YPH501 en las que se 
mutó el gen TOP3, se observó acortamiento telomérico dependiente de TOP3, 
tras la comparación de la longitud de los extremos cromosómicos con la cepa 
no mutada. Los experimentos llevados a cabo determinaron que TOP3 es 
necesaria para el mantenimiento de la longitud de las secuencias teloméricas, 
tanto en células con actividad telomerasa, como en células que desarrollan un 





En humanos, existen dos isoenzimas, TOP3A y TOP3B. Parece que TOP3A es 
la equivalente funcional a la proteína de levaduras TOP3, pues la introducción 
de ARN de interferencia de TOP3B en la línea celular telomerasa positiva HeLa, 
y en la línea celular Saos-2, que presenta el mecanismo ALT, no alteró el 
patrón de longitud telomérica observado en las líneas celulares transfectadas 
con el vector control. En cambio, en las células Saos-2 en las que se silenció la 
isoenzima TOP3A, se detectó actividad telomerasa, lo que no se produjo al 
evaluar la actividad catalítica en las células control. Este hecho llevó a los 
autores de este trabajo a postular una posible función de TOP3A en los 
mecanismos de recombinación homóloga encaminados a mantener la longitud 
de los telómeros. Según los autores, TOP3, junto con proteínas de la familia 
RecQ helicasas, podrían estar colaborando en la resolución de Holliday 
junctions durante las recombinaciones teloméricas, de manera que, la no 
resolución de estas estructuras, causaría roturas cromosómicas, fusiones y 
acortamiento de los telómeros, incluso en células telomerasa positivas (Tsa et 
al., 2006). La implicación de TOP3B en estos procesos no debe descartarse, 
pues ha sido descrito que participa en la resolución de Holliday junctions 
durante la meiosis en células germinales de ratón (Kwan et al., 2003). Bien es 
cierto que ambas isoenzimas tienen promotores con baja homología y, pese a 
tener características enzimáticas similares, no pueden sustituirse 
completamente, pero hay que tener en cuenta que el patrón de expresión de 
estas proteínas en los distintos tejidos no está bien definido. Por otro lado, 
TOP3 presenta una homología del 48.5% con TOP3B (Ng et al., 1999; Kwan y 
Wang, 2001; Cho et al., 2004).  
 
Recientemente, ha sido descrito en una línea celular de melanoma que la 
resistencia a irinotecán cursa con pérdidas en el loci de TOP3B, entre otras 
alteraciones (Gao W et al., 2008). Esta molécula perteneciente a la familia de 
captotecinas y se emplea en el tratamiento de cáncer colorrectal, 
fundamentalmente, si bien también puede emplearse en el tratamiento de 
tumores de diferente origen, como pulmón, estómago, páncreas, ovario y 
gliomas, En el caso de que esto pudiera aplicarse a tumores pulmonares, 
TOP3B no sólo estaría favoreciendo la inestabilidad genómica, derivada del 





resistencias farmacológicas y, por tanto, contribuyendo a un pronóstico más 
desfavorable para el paciente.  
 
PMS1, la otra molécula cuyos niveles de expresión génica se correlacionaban 
positiva y significativamente con la longitud de los telómeros, pertenece a la 
vía de reparación de apareamientos incorrectos de bases en el ADN. Se asocia 
a MLH1, formando un complejo que reconoce los apareamientos erróneos 
generados durante la replicación del ADN. Las secuencias teloméricas son 
altamente repetitivas, lo que podría dar lugar, tras la replicación, a errores en 
el apareamiento. Esto podría explicar el hecho de que se haya detectado una 
correlación significativa y positiva entre la longitud telomérica y la expresión 
génica de PMS1: cuanto más largos son los telómeros, mayor número de 
moléculas de PMS1 se requieren para reparar los errores post-replicativos de 
apareamientos incorrectos de bases. De hecho, se han encontrado mutaciones 
en los telómeros de muestras de cáncer colorectal (Pickett et al., 2004). 
Recientemente, se ha relacionado la existencia de polimorfismos en PMS1 con 
el riesgo a desarrollar cáncer de pulmón y cáncer de cabeza y cuello (Michiels 
et al., 2007). 
 
En relación con la actividad telomerasa, los niveles de ARN mensajero de los 
genes DCLRE1C, GTF2H1, PARP3 y MLH1 se vieron significativamente 
disminuidos, más de dos veces, en los tumores telomerasa positivos. Sin 
embargo, los tumores negativos para telomeras, mostraban niveles 
comprendidos dentro del rango considerado como normal.  
 
DCLRE1C y GTF2H1 presentaban niveles de expresión génica claramente 
disminuidos en la mayoría de los tumores. Sin embargo, cuando se llevó a 
cabo el estudio en función de la actividad telomerasa, los resultados revelaron 
que sólo el subgrupo tumoral en el que se detectó actividad telomerasa tenía 
disminuida la expresión. Estos mostraron un RQ medio de 0.28 (0.23 – 0.36, 
intervalo de confianza del 95% para la media), en el caso de DCLRE1C, y de 
0.31 (0.24 – 0.41, intervalo de confianza del 95% para la media) para GTF2H1. 
Estos mismos genes mostraron diferencias significativas de expresión en 





indiferenciados de célula grande presentaron niveles de ARN mensajero dentro 
del rango comprendido como normal, mientras que los adenocarcinomas y los 
carcinomas epidermoides mostraban niveles disminuidos. No es de extrañar 
esta asociación si tenemos en cuenta que, en estos últimos, detectamos 
actividad telomerasa en más del 80% de los tumores, frente al 25% de los 
tumores indiferenciados de célula grande. Por tanto, las diferencias de 
expresión encontradas en función del tipo histológico podrían corresponder, 
realmente, a diferencias en función de la actividad telomerasa.  
 
DCLRE1C da lugar a una proteína denominada Artemis, implicada en la 
reparación del ADN por el mecanismo de recombinación no homóloga. Ha sido 
descrito que, deficiencias en esta vía, conducen a la inestabilidad genómica y a 
un aumento de la tumorigénesis. Es más, la presencia de alelos hipomórficos 
de DCLRE1C parece estar asociada con una mayor predisposición a 
desarrollar linfomas (Moshous et al., 2003; Ege et al., 2005). En un estudio 
llevado a cabo en ratones se determinó que la deficiencia en Artemis aceleraba 
la tumorigénesis en diversos tejidos, de manera que la vía de reparación por 
recombinación no homóloga actuaba como supresora tumoral, pues Artemis 
colaboraba con p53 en la supresión tumorigénica. Estos autores también 
afirmaron que Artemis era importante en la prevención de ciertas pérdidas de 
heterozigosidad (Woo et al., 2007).  
 
Proteínas que forman parte de la misma ruta de reparación que Artemis, están 
asociadas con la protección y el mantenimiento telomérico, como Ku70/80 y 
ADN-PKc. Estudios llevados a cabo en líneas celulares embrionarias de ratón 
en las que se delecionó el gen DCLRE1C, mostraron niveles elevados de 
anormalidades cromosómicas, tales como fragmentaciones y fusiones 
teloméricas, lo que llevó a los autores de este trabajo a postular que Artemis 
podría estar implicada en la protección de los extremos cromosómicos (Rooney 
et al., 2003). Por ello, quizá, su deficiencia puede asociarse a tumores en los 
que se detecta actividad telomerasa, ya que la no protección de los telómeros, 
por parte de esta proteína, favorecería el acceso de la enzima telomerasa. 
Además, la carencia de Artemis estaría contribuyendo a la inestabilidad 





Recientemente, ha sido publicado un trabajo, realizado en la línea celular de 
pollo DT4, en el que los autores afirmaban que Artemis podría estar implicada 
en mecanismos pro-apoptóticos, independientes de p53, más que en la 
reparación del ADN (Abe et al., 2008). Si esto es así, su deficiencia en tumores 
telomerasa positivos daría lugar a resistencias al tratamiento quimioterápico, 
pues los autores del trabajo anteriormente señalado, demostraron que las 
células DT4 Artemis -/- eran resistentes a altas dosis de etopósido, inhibidor de 
la topoisomerasa 2 y molécula empleada en el tratamiento de tumores de 
pulmón, testiculares, leucemias y linfomas. En cambio, Musio et al. (2005) y 
Darroudi et al. (2007) hallaron que fibroblastos humanos con mutaciones en 
DCLRE1C, obtenidos a partir de pacientes, mostraban niveles de sensibilidad 
variables en función del tratamiento. También observaron que la tasa de 
aberraciones cromosómicas era semejante en fibroblastos mutados y en 
fibroblastos normales, si bien, es probable que la carga genética de cada 
paciente pueda influir en la tendencia hacia mayores niveles de inestabilidad 
genética. Otros autores que afirman que Artemis no es requerida para la 
reparación de daño en el ADN causado por etopósido, lo que podría explicar la 
baja sensibilidad de las células deficientes en Artemis a este compuesto, pues 
las lesiones en el ADN son fácilmente reparadas sin necesidad de ser 
procesadas. Sin embargo, sí desempeñaría un papel destacado cuando el daño 
es causado por radiación ionizante, ya sea mediante la reparación del ADN, o 
bien, participando en los puntos de control del ciclo celular G1/S y/o G2/M 
(Zhang et al., 2004; revisado por Jeggo y Löbrich, 2005; Musio et al., 2005;  
Wang J et al., 2005).  
 
GTF2H1, también conocida como p62, forma parte de un complejo proteico, 
TFIIH, implicado en la reparación del ADN por escisión de nucleótidos y en el 
inicio de la transcripción. Este complejo está constituido por 10 subunidades, 
formando parte GTF2H1 del grupo de proteínas reguladoras de la actividad del 
complejo. Ésta participa en la transcripción, modula la transactivación de 
distintos genes e interacciona con E2F1 y Rb, compitiendo ambas por su 
unión a GTF2H1, lo que ha llevado a sugerir que éste es el mecanismo 
mediante el cual Rb inhibe la transactivación. Asimismo, también interacciona 





es una de las moléculas que interacciona con el dominio de transactivación de 
p53, reclutándola así hacia el complejo TFIIH. Esta interacción se correlaciona 
con la capacidad de p53 para estimular la transcripción, de manera que 
alteraciones en TFIIH podrían afectar a la regulación transcripcional mediada 
por p53 (Xiao et al., 1994; Blau et al., 1996; Léveillard et al., 1996; Pearson y 
Greenblatt, 1997; Frit et al., 1999; Gervais et al., 2004; Di Lello et al., 2006). 
El hecho de que en la población de tumores telomerasa positivos, evaluada en 
esta Tesis, los niveles génicos de GTF2H1 aparezcan disminuidos, podría 
indicar una posible función de GTF2H1 en la regulación transcripcional de 
moléculas implicadas en la represión de telomerasa, de manera que la pérdida 
de GTF2H1 favorecería la actividad catalítica de telomerasa sobre los 
telómeros. Es más, p53 actúa como regulador negativo de la transcripción de 
hTERT, pudiendo ocurrir que, al no estar unido a p62, no pueda actuar como 
represor transcripcional de la subunidad catalítica de telomerasa. Además, al 
ser un hecho común en cáncer las alteraciones en p53, ambas moléculas 
podrían estar actuando sinérgicamente, favoreciendo la sobre-expresión de 
hTERT y la evasión de los mecanismos de senescencia y apoptosis de la célula 
tumoral. De hecho, mutaciones en otras proteínas del complejo TFIIH, inhiben 
la transactivación de determinados genes y la cascada de señales entre el 
complejo y distintos factores implicados en la transcripción, alterando su 
función en la regulación transcripcional (revisado por Zurita y Merino, 2003).  
 
Recientemente, ha sido publicado que 3 SNPs en el gen GTF2H1 se asociaban 
con un mayor riesgo de desarrollar cáncer de pulmón en la población china, 
mientras que un polimorfismo diferente confería protección, lo que significa 
que GTF2H1 juega un papel muy importante en el desarrollo de esta 
enfermedad (Wu et al., 2008). Esta asociación entre polimorfismos de GTF2H1 
y el riesgo a desarrollar cáncer de pulmón es plausible, ya que la vía de 
reparación del ADN por escisión de nucleótidos constituye la primera defensa 
frente a los daños producidos por agentes como los carcinógenos del tabaco. 
Por tanto, el funcionamiento incorrecto de las proteínas implicadas en esta 
vía, favorecería la propagación de células con alteraciones en el ADN que, en 






PARP3 y MLH1 mostraron niveles de expresión génica medios, en los tumores 
telomerasa positivos, de 0.36 (0.25 – 0.50, intervalo de confianza del 95% para 
la media) y 0.41 (0.34 – 0.50, intervalo de confianza del 95% para la media), 
respectivamente. Ambos se localizan en el brazo corto del cromosoma 3, en loci 
muy próximos: 3p21.31-p21.1 y 3p21.3, respectivamente. Ha sido descrito 
que esta región del cromosoma 3 presenta una importante tendencia a 
delecionarse en CNMP y podría contener genes supresores de tumores y 
represores de la actividad telomerasa (Loughran et al., 1997; Tanaka et al., 
1998; Cuthbert et al., 1999; revisado por  Horikawa y Barrett, 2003; Iniesta et 
al. 2004). Se ha sugerido que los posibles represores de la enzima telomerasa 
localizados en 3p muestran especificidad de tejido, de manera que la 
inactivación de alguno/s de ellos en un tipo tumoral, no ocurre en otro, no 
pudiendo tampoco descartarse la existencia de represores de expresión ubicua 
(Cheng et al., 1998; revisado por  Horikawa y Barrett, 2003; Tanaka et al., 
2005b).  
 
Yim et al. (2007) han demostrado la existencia de asociación entre la actividad 
telomerasa y el humo del tabaco, en células en cultivo de epitelio bronquial 
normal, de manera que la exposición a estos carcinógenos aumentaba la 
actividad telomerasa. Dado que se han encontrado pérdidas alélicas en 3p en 
epitelios normales de individuos fumadores no enfermos de cáncer de pulmón, 
podría sugerirse que la pérdida de posibles mecanismos represores de la 
actividad telomerasa localizados en 3p, favorecida por componentes presentes 
en el humo del tabaco, podría constituir un evento precoz en la patología del 
CNMP. De hecho, se han descrito niveles elevados de ARN mensajero de 
hTERT en biopsias de epitelio bronquial normal (58%) y con metaplasia y 
displasia (83%) de individuos fumadores (Capkova et al., 2007). Además, 
Ohmura et al. (1995) y Horikawa et al. (1998) demostraron que la pérdida de 
actividad telomerasa, tras la introducción del brazo corto del cromosoma 3 en 
la línea celular RCC23, se correlacionaba positivamente con la pérdida de ARN 
mensajero de la subunidad catalítica de telomerasa, medida ésta por            
RT-PCR y posterior Southern-blot de los productos amplificados. De acuerdo 
con estos datos, PARP3 podría considerarse candidata a represora de la 





Con respecto a MLH1, no debe descartarse, tampoco, una posible función 
propia en relación con la actividad telomerasa, si bien, no hay nada descrito al 
respecto.  
 
Debido a la relación encontrada entre pérdidas de heterozigosidad en 3p21, la 
edad de iniciación en el hábito tabáquico y la presencia de aductos en el ADN, 
Hirao et al. (2001) determinaron que, en esa región, debía de encontrarse un 
gen implicado en la reparación del ADN, en concreto, en la reparación de este 
daño genómico. Evaluaron si MLH1 podría ser ese gen, aunque su 
participación en la reparación del ADN no conlleva la resolución de estos 
daños, y no encontraron asociación alguna, por lo que PARP3 podría ser el gen 
candidato, ya que otras moléculas pertenecientes a la vía de reparación del 
ADN por escisión de bases, también pueden eliminar los aductos en el ADN. 
 
Estudios realizados por inmunohistoquímica determinaron, en 150 tejidos de 
CNMP, que la expresión reducida de MLH1 se asociaba significativamente con 
el hábito tabáquico, de manera que los individuos que fumaban un mayor 
número de cigarrillos tendían a expresar menos MLH1. En este estudio, al 
igual que en el realizado en la población de tumores incluida en esta Tesis a 
partir de ARN mensajero, no se encontró correlación alguna entre las variables 
clínico-patológicas y la expresión de MLH1. Sin embargo, sí se correlacionó la 
expresión proteica con la pérdida de heterozigosidad en el locus 3p21, donde 
MLH1 se localiza, lo que sugiere que la pérdida de MLH1 en CNMP se produce 
por LOH y no por metilación del promotor, como en cáncer colorrectal 
(Xinarianos et al., 2000).  
 
Los resultados de expresión génica de MLH1, mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real, incluidos en esta Tesis, revelaron que los tumores con expresión 
disminuida de ARN mensajero presentaban una mayor tendencia a recidivar 
(38.5%) en comparación con los que mostraban niveles comprendidos dentro 
del rango de normalidad (16.7%). El hecho de que bajos niveles de expresión 
génica de MLH1 se asocien con la actividad telomerasa, puede ser la causa de 





Asimismo, también se encontró una tendencia a asociación entre la expresión 
génica aumentada de PMS1 y la probabilidad tumoral de recidivar. Los 
pacientes con sobre-expresión de dicho gen presentaban un intervalo libre de 
enfermedad medio menor que el grupo de pacientes con expresión de PMS1 
comprendida dentro del rango de normalidad, encontrándose recidivas en un 
mayor porcentaje de pacientes (40% frente a 25%).  
 
MLH1 y PMS1 forman un heterodímero que repara errores de apareamiento de 
bases tras la replicación, por lo que, quizá, la pérdida de regulación en sus 
niveles cause alteraciones en la maquinaria de reparación del ADN que, 
incapaz de subsanar los errores, contribuya a la inestabilidad genómica. 
 
Según los resultados presentados en esta Tesis, no se encontraron diferencias 
de expresión en los genes que codifican para proteínas de unión directa al 
ADN telomérico, en función de la actividad telomerasa. Estos resultados 
concuerdan con los presentados por Hsu et al. (2004), quienes realizaron un 
estudio de expresión de ARN mensajero de los genes TRF1 y TRF2 en CNMP, y 
tampoco encontraron variaciones significativas en los niveles de expresión, en 
relación con la actividad telomerasa.  
 
Sólo hubo un gen cuya expresión se vio aumentada significativamente en las 
muestras telomerasa positivas: hTERT. Como era de esperar, este subgrupo de 
tumores tenía mayor expresión de hTERT. Si bien hay autores que no han 
encontrado correlación entre hTERT y la actividad telomerasa (Hsu et al., 
2004), la mayoría de los trabajos, al igual que el presentado en esta Tesis, sí 
han detectado esta asociación (Hara et al., 2001; Kumaki et al., 2001; 
Marchetti et al., 2002; Wu TC et al., 2003; Lantuejoul et al., 2005). 
 
Coincidiendo con los resultados de otros autores, no se encontró asociación 
alguna entre los niveles de ARN mensajero de hTERT y las distintas variables 
clínico-patológicas evaluadas en esta Tesis (Hara et al., 2001; Marchetti et al., 
2002; Wang L et al., 2002; Wu TC et al., 2003). Sin embargo, cabe destacar el 
hecho de que los tumores que sobre-expresaban hTERT tuvieran más 





de normalidad (46.2% frente a 16.7%). Los resultados obtenidos carecieron de 
significación estadística (P = 0.424), probablemente por el bajo número 
muestral (20 pacientes formaron parte del estudio). Hara et al. (2001) 
analizaron los niveles de ARN mensajero de hTERT de 62 pacientes afectados 
de CNMP, por RT-PCR, y encontraron que los pacientes con expresión positiva 
para este gen presentaban un intervalo libre de enfermedad significativamente 
más corto que aquellos en los que no se detectó expresión génica. Los mismos 
resultados han sido presentados por Wang L et al. (2002), quienes evaluaron 
los niveles de expresión de ARN mensajero de hTERT en 153 pacientes 
mediante el uso de una sonda específica capaz de detectar esta molécula en 
tejidos embebidos en parafina, y por Marchetti et al. (2002), quienes 
emplearon PCR cuantitativa a tiempo real para su detección. Es más, este 
último grupo concluyó que los niveles de expresión de ARN mensajero de 
hTERT constituían un factor pronóstico independiente del estadio tumoral y 
del tipo histológico. Por otro lado, nuestro trabajo ha determinado que en 85 
pacientes afectados de CNMP, los tumores telomerasa positivos presentaban 
una mayor recurrencia que los tumores telomerasa negativos, que no dieron 
lugar a recidivas durante el periodo de seguimiento. En este caso, las 
diferencias fueron significativas. Por tanto, es probable que si aumentáramos 
el número de pacientes dotáramos a nuestros resultados de significación 
estadística, pues la tendencia que se refleja en esta Tesis es la misma que la 










3. ACTIVIDAD TELOMERASA Y PARP3 
 
3.1 DETERMINACIÓN DE LOHs EN LOCI CERCANOS AL 
GEN PARP3   
 
Se han descrito diferencias en los niveles de ARN mensajero en pacientes de 
CNMP fumadores y no fumadores. Una de estas diferencias radica en la 
pérdida de expresión de genes localizados en la región 3p21.3 en individuos 
fumadores, con una elevada tasa de LOHs (Miura et al., 2002). Han sido 
analizados distintos genes contenidos en esta región pero, hasta la fecha, no 
hay datos en la bibliografía sobre PARP3. Debido a la no existencia de 
marcadores polimórficos en el locus de PARP3, elegimos las secuencias más 
próximas que flanqueaban al gen para intentar determinar si la disminución 
en la expresión génica de PARP3, evaluada por PCR cuantitativa a tiempo real, 
en la población tumoral telomerasa positiva analizada en esta Tesis, era 
debida a las pérdidas de heterozigosidad, y si existía alguna asociación entre 
estas deleciones y la detección de actividad telomerasa. Tanto los marcadores 
evaluados, D3S3026 y D3S3561, como PARP3, se localizan en una zona 
tendente a delecionarse denominada FER (Frequent Elimination Region), que 
abarca las regiones 3p14.3-21.2 (50.6-58.1 Mb) (revisado por Kost-Almilova e 
Imreh, 2007).  
 
El estudio del marcador D3S3026 reveló que no existían diferencias 
significativas en cuanto a la aparición de LOHs en este locus y la detección de 
actividad telomerasa o la disminución en los niveles del ARN mensajero de 
PARP3. Sin embargo, la pérdida de heterozigosidad en el locus donde se 
localiza el marcador D3S3561 se asoció significativamente con la detección de 
actividad telomerasa (P = 0.047), de manera que el 41.4% de los tumores en 
los que se detectó actividad telomerasa presentaron LOHs a este nivel, 
mientras que sólo en 1 tumor sin actividad enzimática (9.1%) se detectaron 
LOHs en D3S3561. El análisis de LOHs y la expresión génica de PARP3 no 
reveló asociación estadísticamente significativa entre ambos parámetros, si 





D3S3561 tenían un RQ medio de 0.39 (0.17 – 0.87, intervalo de confianza del 
95% para la media), frente a aquellos tumores sin LOHs, cuyo RQ medio fue 
0.72 (0.46 – 1.13, intervalo de confianza del 95% para la media) (P = 0.106). 
Cuando se evaluó la pérdida de heterozigosidad simultánea en ambos 
marcadores, entre los que se encuentra el locus de PARP3, no se encontraron 
diferencias significativas entre la actividad telomerasa y los niveles de 
expresión génica de PARP3. Es interesante señalar que, entre los tumores que 
formaron parte de este estudio y que no mostraron actividad telomerasa                 
(N =  4) ninguno presentó LOHs. Sin embargo, el 42.4% (14/33) de los tumores 
telomerasa positivos presentaron estas deleciones (P = 0.276). Asimismo, el RQ 
medio de PARP3 de los tumores sin LOHs fue 0.87 (0.49 – 1.56, intervalo de 
confianza del 95% para la media), mientras que los tumores que perdieron 
ambas regiones mostraron un RQ medio de 0.38 (0.13 – 1.10, intervalo de 
confianza del 95% para la media) (P = 0.085). Es importante considerar el bajo 
número muestral de estos estudios (37 y 11 tumores, respectivamente). 
Probablemente, al aumentar el número de casos, la asociación entre la pérdida 
de heterozigosidad simultánea en los loci D3S3026 y D3S3561, la detección de 
actividad telomerasa y los niveles de expresión génica de PARP3, adquiriría 
mayor fuerza estadística. 
 
Teniendo en cuenta estos resultados, podríamos considerar que sí existe una 
asociación entre las pérdidas de heterozigosidad en 3p, en concreto en 3p21, y 
la detección de actividad telomerasa, tal y como han descrito otros autores, 
por lo que parece que en esta región podría estar situado un gen represor de 
telomerasa (Horikawa et al., 1998; Cuthbert et al., 1999; revisado por  
Horikawa y Barrett, 2003; Iniesta et al. 2004). Si bien el marcador que mostró 
con mayor claridad en esta asociación fue D3S3561, cuya distancia al locus 
de PARP3 es de, aproximadamente, 360 Kb, el estudio de pérdidas de 
heterozigosidad simultáneas de los marcadores D3S3026 y D3S3561, reveló 
una relación al borde de la significación estadística entre su pérdida por LOHs 
y la detección de actividad telomerasa; esto es, la pérdida de ambas regiones y 
quizá, la situada entre ellas, tiende a asociarse con la actividad telomerasa. 
Además, también se encontraron asociaciones cercanas a la significación 





heterozigosidad en las regiones donde se localizan los marcadores estudiados. 
De nuevo, la deleción en D3S3561 mostró una mayor asociación que la del 
marcador D3S3026. Sin embargo, cuando se evaluaron ambos marcadores de 
manera simultánea, esta asociación alcanzó mayor fuerza estadística, lo que 
nos llevó a sugerir que, quizá, PARP3 podría ser un represor de la actividad 
telomerasa, cuya pérdida por LOHs en CNMP, podría estar favoreciendo que la 
enzima telomerasa perdiera uno de sus mecanismos de control.  
 
El estudio de LOHs en los loci D3S3026 y D3S3561 y su asociación con 
variables clínico-patológicas no arrojó ningún dato significativo, tanto al 
evaluarlos de manera individual como simultánea. Esta falta de asociación ya 
había sido determinada por otros autores, aunque investigando otros 
marcadores. Estos datos podrían explicarse teniendo en cuenta que las 
pérdidas de heterozigosidad en 3p constituyen un evento temprano en la 
patología de CNMP, de manera que contribuyen a la génesis del tumor, más 
que a su avance.  
 
Con respecto al tipo histológico, hay autores que no han encontrado relación 
entre esta variable y la presencia de LOHs en 3p (Woenckhaus et al., 2005). No 
obstante, un estudio en el que se evaluaron estas deleciones en una población 
de CNMPs N0, detectó un mayor porcentaje de pérdidas de heterozigosidad en 
los carcinomas epidermoides (Osaki et al., 2000). En nuestro trabajo, los 
carcinomas epidermoides mostraron una elevada frecuencia de LOHs, tanto al 
evaluar los marcadores individualmente, como en el estudio de pérdidas de 
heterozigosidad simultáneas en ambos loci (66.7% para el marcador D3S3056; 
41.5% para el marcador D3S3561; 42.8% para ambos marcadores). Este tipo 
histológico es el que muestra mayor correlación con la exposición a los 
carcinógenos del tabaco. Por ello, quizá, se detecten LOHs en un elevado 
porcentaje en los carcinomas epidermoides. Al igual que ocurría al analizar la 
función telomérica y su relación con variables clínico-patológicas, hay que 
tener en cuenta las características iniciales de la población objeto de estudio, 







Sin embargo, sí se han relacionado LOHs en 3p en muestras de tejido tumoral 
obtenidas a partir de nódulos linfáticos con metástasis, con un peor 
pronóstico clínico (Sasatomi et al., 2002).  
 
 
3.2 DETERMINACIÓN DE SNPs EN EL GEN PARP3 
 
Debido a la asociación encontrada in vivo entre PARP3 y la actividad 
telomerasa, quisimos profundizar en el estudio de este gen para intentar 
determinar si la existencia de SNPs podría estar relacionada con la actividad 
telomerasa. Los marcadores elegidos fueron Rs 323868 y Rs 188953. Pese a 
que en el estudio se evaluaron 94 muestras, sólo detectamos SNPs en 3 de 
ellas, que eran, además, heterozigotas para ambos marcadores (2.8%), lo que 
dificultó el tratamiento estadístico de los datos. La frecuencia del alelo 
minoritario fue 1.6%. Estos resultados son semejantes a los obtenidos por 
otros grupos en la población caucásica. Con respecto al marcador                          
Rs 323868, la tasa de heterozigosidad detectada previamente fue del 6.5% y la 
frecuencia del alelo minoritario del 3.2% (SNP500CANCER). Para el marcador  
Rs 188953, la frecuencia del alelo minoritario fue del 1%, no existiendo datos 
de la distribución genotípica (CSHL-HAPMAP). Curiosamente, los tumores en 
los que se detectó SNP para un marcador, también resultaron polimórficos 
para el otro. Esto puede deberse a que se trate de un haplotipo. 
 
Como era de esperar, no se encontraron diferencias significativas entre la 
detección de actividad telomerasa y la presencia de SNPs. El tanto por ciento 
de tumores en los que se detectó actividad enzimática fue semejante en el 
grupo de tumores con SNPs y el grupo de tumores sin ellos (66.7% y 83.5%, 
respectivamente).  
 
No se pudo evaluar la posible relación entre los SNPs y la expresión de ARN 
mensajero del gen PARP3, ya que sólo se dispuso de un caso con SNPs y del 






Aunque no se puede alcanzar ninguna conclusión a partir de este estudio, 
sería interesante evaluar si, en una población más amplia, la existencia de 
polimorfismos en Rs 323868 y Rs 188953, en el gen PARP3, se relaciona con 
la pérdida de expresión de PARP3 y la actividad telomerasa. La presencia de 
SNPs puede afectar a la estabilidad y expresión del gen en el que se localizan, 
contribuyendo al desarrollo y progresión de distintas enfermedades e, incluso, 
favoreciendo la evolución hacia un determinado tipo histológico, dentro de la 
patología de cáncer de pulmón (Oh et al., 2007). 
 
 
3.3 PARP3: POSIBLE REPRESOR DE LA ACTIVIDAD 
TELOMERASA 
 
EL estudio por PCR cuantitativa a tiempo real realizado en la población de 
CNMP incluida en esta Tesis, reveló que en los tumores en los que se 
detectaba actividad telomerasa, los niveles medios de expresión génica de 
PARP3 se encontraban significativamente disminuidos, con respecto a la 
población telomerasa negativa. Ésta, presentaba niveles de expresión medios 
comprendidos dentro del rango establecido como normal. Este dato, unido a la 
localización de PARP3 en el locus 3p21 y a la asociación encontrada entre 3p y 
actividad telomerasa, nos llevó a comprobar si PARP3 podría ser una molécula 
represora de esta enzima. 
 
Para ello, empleamos la línea celular de CNMP A549, utilizada por otros 
grupos para realizar estudios in vitro (Fujiki et al., 2007; Liao et al., 2007; 
Shervington  et al., 2007; Wooten-Blanks et al., 2007). La determinación de los 
niveles de ARN mensajero en las células, reveló que la expresión de PARP3 se 
asemejaba a la población tumoral en la que se detectaba actividad telomerasa. 
Además, la actividad enzimática en las células era muy elevada, como cabría 
esperar de una línea celular proveniente de un tumor epitelial. Por tanto, las 
características de las células A549 sugerían que la sobre-expresión de PARP3 
debería causar una disminución de la actividad telomerasa si, efectivamente, 






Los ensayos encaminados a comprobar esta hipótesis se realizaron a distintos 
tiempos post-transfección, de manera que pudiera evaluarse la implicación de 
PARP3 en la actividad telomerasa en función de sus niveles de expresión 
génica. No fue posible determinar los niveles proteicos de PARP3 tras la 
transfección, debido a distintas causas. Por un lado, los anticuerpos 
antiPARP3 no eran lo suficientemente específicos, lo que nos impidió realizar 
Western-blot e inmunocitoquímica. Por otro lado, la proteína GFP fusionada 
con PARP3 era una forma mutada que no reconocían los anticuerpos 
convencionales antiGFP, no estando ya disponible en la casa comercial de la 
que adquirimos el sistema el suero antiCycle 3 GFP. Finalmente, Cycle 3 GFP 
emite fluorescencia a la misma longitud de onda que GFP no mutada, pero la 
línea celular A549 transfectada sólo con lipofectamina, sin introducir ningún 
vector, era capaz de emitir fluorescencia. Como consecuencia, el método 
utilizado para validar la transfección consistió en medir los niveles del ARN 
mensajero de PARP3 en las células transfectadas.  
 
Tal y como cabría esperar, los niveles máximos de expresión de ARN 
mensajero se detectaron a las 24 horas post-transfección, disminuyendo a lo 
largo del tiempo. En las células transfectadas con el vector control, es decir, el 
vector de expresión sin el ADN complementario de PARP3, se obtuvieron 
valores de RQ comprendidos dentro del rango considerado como normal a las 
24, 48 y 96 horas post-transfección.  
 
En cambio, la determinación de la actividad telomerasa reveló que, a las 24 
horas post-transfección, no había variación entre las células transfectadas con 
el vector que contenía PARP3 y las células transfectadas con el vector control, 
siendo en ambos casos elevada. Sin embargo, a las 48 horas                            
post-transfección,  la actividad enzimática disminuyó un 40.6% en las células 
que sobre-expresaban PARP3, con respecto a las células transfectadas con el 
vector control. Esta disminución se mantuvo hasta las 96 horas                      
post-transfección. Estos resultados parecen indicar una posible función de 
PARP3 en la regulación de la actividad telomerasa, si bien debería 






Rouleau et al. (2007), demostraron que PARP3 se colocaliza con el complejo 
PCG, integrado por proteínas implicadas en el silenciamiento trascripcional. En 
concreto, con las proteínas encargadas de marcar regiones génicas a las que 
se unirán otras moléculas que evitarán la trascripción. Esto llevó a los autores 
de este trabajo a especular que, quizá, la poli ADP-ribosilación llevada a cabo 
por PARP3 podría regular la actividad de proteínas de PCG y, de esta manera, 
regular la trascripción génica. Si esto es así, la pérdida de PARP3 en los 


































Las principales conclusiones de este trabajo en cáncer no microcítico de 
pulmón (CNMP) son las siguientes: 
 
1. Existe una correlación significativa y positiva entre la longitud de las 
secuencias teloméricas en los tumores y en las muestras no tumorales. 
 
2. El tamaño tumoral se relaciona con la longitud de los telómeros, siendo 
los tumores de mayor tamaño los que presentan una menor longitud 
de secuencias teloméricas. 
 
3. El acortamiento de las secuencias teloméricas constituye un factor de 
pronóstico adverso, independiente del estadio tumoral y del grado de 
infiltración ganglionar. 
 
4. En los pacientes afectados de CNMP, la actividad telomerasa se 
relaciona con un intervalo libre de enfermedad significativamente 
menor que aquellos en los que no se detectó.  
 
5. La expresión de FLJ10858, que codifica para una ADN glicosilasa de la 
vía de reparación por escisión de bases, está claramente incrementada 
en las muestras de tejido tumoral.  
 
6. La expresión de TOP3B y PMS1 se correlaciona positiva y 
significativamente con la longitud de los fragmentos teloméricos en 
CNMP. 
 
7. La actividad telomerasa se asocia con una disminución de la expresión 
de DCLRE1C, GTF2H1, PARP3 y MLH1, genes implicados en los 
mecanismos de reparación de lesiones en el ADN.  
 
8.  Las deleciones en el locus donde se sitúa el marcador D3S3561, 
3p21.1, se asocian significativamente con actividad telomerasa positiva 







9. La sobre-expresión de PARP3 en la línea celular de CNMP A549 dio 







De acuerdo con los resultados obtenidos en esta Tesis en cáncer no 
microcítico de pulmón, la función telomérica está relacionada con factores 
implicados en las vías de reparación del ADN. Además, tanto el acortamiento 
telomérico como la actividad telomerasa pueden considerarse parámetros 
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